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Dankwoord 
Bij de uitvoering van het onderzoek hebben wij van verschillende kanten medewerking ontvan-
gen. In de eerste plaats willen we de begeleidingcommissie van het project bedanken voor de 
waardevolle kanttekeningen en suggesties. De begeleidingscommissie bestond uit: S. van 
Breukelen (Hoogheemraadschap van Rijnland), T.C.M. Broek (Alterra), M.J. Grève (Ministerie 
VROM), T. Ietswaart (RIVM, M.A.A.J. Kamps-Mulder (RIZA) & M. Talsma (STOWA). Verder 
willen wij de verschillende boeren in de Hogeveense en de Lageveense polder en in de Haarlem-
mermeerpolder noemen, die zonder uitzondering toestemming verleenden voor het uitvoeren van 
de veldexperimenten. Verder zijn wij bijzonder dank verschuldigd aan de heer Muller van het 
LBO die ons door de Hogeveense polder leidde en zijn kennis van het gebied met ons deelde. 
Voor de Lageveense polder geldt hetzelfde voor de heer van Eijk (veehouder) en voor de Haar-
lemmermeerpolder voor de heer Sloof (Waterschap Groot Haarlemmermeer). Het Hoogheem-
raadschap van Rijnland voerde de nutriënten analyses uit en stelde fysisch-chemische gegevens 
beschikbaar. De heer Rotteveel van het RIZA bedanken wij voor het beschikbaar stellen van de 
watervlooien en de heer Lentje van het IRI voor het beschikbaar stellen van kroos. Graag bedan-
ken wij tot slot Rob van der Poll voor zijn belangrijke bijdrage bij de uitvoering van het veldwerk 
en het uitwerken van de resultaten. 




Ontwikkeling van een richtlijn voor veldbioassays met watervlooien en waterplanten voor 
het aantonen van bestrijdingsmiddelen in oppervlaktewater. 
SAMENVATTING 
Uit metingen van het voorkomen van landbouwbestrijdingsmiddelen in oppervlaktewater blijkt 
dat deze middelen op veel plaatsen regelmatig in het water worden aangetroffen. Op de helft van 
de locaties in de regionale wateren wordt hierbij ook de norm van één of meer stoffen (het MTR) 
overschreden. Vanwege de grote variatie in het voorkomen van middelen, middelengroepen, 
tijdstip en duur van blootstelling etc. is het niet mogelijk om altijd en overal alle middelen te 
meten. Het toepassen van veldbioassays zou daarom een belangrijke rol kunnen spelen bij het 
aantonen van bestrijdingsmiddelen in oppervlaktewater. Bioassays zijn gevoelig voor groepen 
van middelen, geven een beeld van de blootstelling gedurende een bepaalde periode en geven 
direct aan dat er ook blootstelling van organismen heeft plaatsgevonden. 
Op dit moment worden bioassays bij de regionale waterkwaliteitsbeheerders nog slechts op 
beperkte schaal toegepast. In dit rapport wordt aangegeven wanneer en waar het uitvoeren van 
veldbioassays zinvol is, en hoe de resultaten vervolgens moeten worden geïnterpreteerd. Doel 
hiervan is het effectief inzetten van veldbioassays te bevorderen. 
In het rapport is een procedure opgesteld, waarbij de volgende stappen worden doorlopen: 
1. Doelbepaling 
Voordat überhaupt met bioassays wordt begonnen is het noodzakelijk dat eerst het doel 
waarvoor ze worden ingezet duidelijk wordt omschreven. Op deze wijze kunnen achteraf 
de resultaten ook worden geïnterpreteerd in relatie tot dit doel. Bij het omschrijven van 
de doelstelling kan ook blijken dat het in een specifieke situatie niet zinvol is om bioas-
says in te zetten, maar bijvoorbeeld het direct uitvoeren van chemische meting veel effec-
tiever is. 
2. Specificatie 
Als besloten is om in principe bioassays toe te passen, kan aan de hand van eigenschap-
pen van het betreffende gebied, de aanwezige gewassen en de periode worden gespecifi-
ceerd of er effecten in de bioassay te verwachten zijn. De procedure specificeert of het 
zinvol is om een bioassay in te zetten en welke bioassay er moet worden ingezet. 
3. Uitvoering 
Wanneer uit stap twee is gebleken dat het zinvol is om een bioassay uit te voeren, wordt 
vervolgens bekeken of de bioassay onder de ter plekke heersende omstandigheden kan 
worden uitgevoerd, dat wil zeggen dat de overige omstandigheden de (zinvolle) uitvoe-
ring van de bioassay toelaten. Ook worden in deze stap protocollen voor de bioassays met 
watervlooien en waterplanten gegeven en wordt ingegaan op de keuze van de monster-
punten. Voor de waterplanten is een veldtœts met kroos uitgewerkt. Deze toets is echter 
nog in ontwikkeling en zal mogelijk door een andere waterplantentoets vervangen moeten 
worden. 
4. Interpretatie 
Tot slot wordt ingegaan op de interpretatie van de resultaten van de bioassays en op ver-
volg acties. Hierbij komt de statistische interpretatie van de gevonden effecten aan de or-
de en worden vuistregels geformuleerd. Daarnaast wordt aangegeven welke stoffen of 
vu 
stofgroepen waarschijnlijk verantwoordelijk zijn voor de aangetroffen effecten en waar 
de chemische metingen zich op zouden moeten richten. 
Tot slot wordt in het rapport het stappenplan toegepast op enkele voorbeeldsituaties en worden 
praktijkervaringen behandeld. Hieruit blijkt dat het stappenplan direct aangeeft of het zinvol is 
om de bioassays in de betreffende periode en het betreffende gebied uit te voeren. Voor wat 
betreft de veldbioassay met watervlooien geldt dat deze met name in glastuinbouwgebieden 
succesvol is toegepast en tot duidelijke resultaten leidt. In andere gebieden zijn de resultaten niet 
altijd zo duidelijk. Het toepassen van het stappenplan zal hier naar verwachting verbetering in 
aanbrengen. 
Voor wat betreft de veldbioassay met kroos geldt dat het vooralsnog onvoldoende duidelijk is 
of de toets gevoelig genoeg is om in het veld effecten van bestrijdingsmiddelen aan te kunnen 
tonen. Daarom wordt op dit moment de uitvoering van deze toets nog niet aanbevolen. Uit een 
nader onderzoek, dat plaatsvindt in het kader van een STOW A studie, moet blijken of de toets 
voldoende potenties biedt om te worden ingezet als veldbioassay, of dat een alternatief moet 
worden gezocht. De resultaten van deze studie komen medio 2000 beschikbaar. 
Aanbevolen wordt om het stappenplan in de praktijk te gaan toepassen en jaarlijks te evalueren. 
Tot slot wordt opgemerkt dat fungiciden kwantitatief gezien de belangrijkste groep bestrijdings-
middelen vormen. Er bestaat echter geen veldbioassay die zich specifiek op deze groep richt. De 
ontwikkeling van een dergelijke toets lijkt derhalve zinvol, temeer daar ook de chemische 
bepaling van een aantal stoffen met fungicide werking problematisch is. 
INLEIDING 
Probleemstelling 
Waterkwaliteitsbeheerders onderzoeken regelmatig het voorkomen van bestrijdingsmiddelen in 
oppervlaktewater met behulp van chemische metingen. Werden hierbij zo'n tien jaar geleden nog 
voornamelijk de organochloor-bestrijdingsmiddelen gemeten, tegenwoordig wordt een veel 
breder middelenpakket onderzocht. In totaal zijn in de periode 1992-1996 ca. 150 van de 300 
toegelaten werkzame stoffen van bestrijdingsmiddelen in oppervlaktewater onderzocht. Uit deze 
metingen blijkt dat in het oppervlaktewater op grote schaal bestrijdingsmiddelen voorkomen 
(CIW, 1999), waarbij in 1996 op meer dan de helft (56%) van de onderzochte locaties in de 
regionale wateren het Maximale Toelaatbare Risico (MTR) voor minstens één bestrijdingsmiddel 
wordt overschreden. Ongeveer 20% van de onderzochte middelen worden in de regionale 
wateren ook daadwerkelijk boven hun MTR aangetroffen. 
De landelijke normen (MTR, streefwaarde) voor het oppervlaktewater zijn gebaseerd op toxico-
logisch onderzoek. De overschrijding van deze normen geeft aan dat er effecten op biota in de 
praktijk verwacht mogen worden. Daarnaast hebben de chemische bepalingen hun beperkingen 
(zie onderstaand). Om deze beide redenen heeft de directie Drinkwater, Water en Landbouw van 
het ministerie van VROM aan het Centrum voor Milieukunde (CML) van de Universiteit Leiden 
gevraagd om in samenwerking met Alterra, Wageningen UR, een richtlijn op te stellen voor het 
aantonen van het voorkomen van bestrijdingsmiddelen in oppervlaktewater en de effecten 
daarvan op organismen met behulp van veldbioassays met watervlooien en kroos. 
Achtergrond 
De belangrijkste redenen voor het uitvoeren van bioassays zijn (zie ook: de Jong & Bergema, 
1994, de Jong, 1995, STOWA, 1997a): i) het aantonen van de aanwezigheid van toxische stoffen 
of ii) het aantonen van effecten op biota van de aanwezige toxische stoffen. Daarnaast speelt de 
aansprekendheid van biologische effecten in het beleid ook een rol. 
ad i) Met chemische methoden kan slechts een beperkt gedeelte van de middelen worden geme-
ten: soms zijn de analysemethoden niet ver genoeg ontwikkeld (of te duur) of helemaal niet 
beschikbaar. Uiteraard kan alleen boven de detectiegrens worden gemeten. Bij een chemi-
sche meting is ook het moment van monstername van doorslaggevend belang voor de ge-
vonden gehalten en is een meting altijd slechts een momentopname. Daarnaast zijn er veel 
onzekerheden zoals de daadwerkelijke blootstelling van organismen, de duur van de bloot-
stelling, de piekbelasting en de effecten van meerdere middelen tegelijkertijd (combinatie-
toxiciteit). Om aan de bovengenoemde problemen tegemoet te komen kunnen bioassays 
worden ingezet als indicator voor de aanwezigheid van bestrijdingsmiddelen. Een effect in 
de bioassay kan in dit geval aanleiding vormen voor gerichte metingen. Het aantonen van 
een causale relatie tussen de effecten in de bioassay en het voorkomen van bestrijdingsmid-
delen vormt hierbij één van de te beantwoorden vragen (zie ook: de Geus, 1997 & 1998). 
Ook kunnen bioassays indicaties geven over combinatietoxiciteit (zie: Maas & Kamps, 
1998). 
ad ii) Een effect in een bioassay laat direct zien dat de aanwezige toxische stoffen tot een effect 
op biota leiden. Voor een vertaling van de gevonden effecten naar andere soorten of trofische 
niveaus is het van belang dat de bioassay representatief is voor andere biota. In dit rapport 
worden bioassays met watervlooien en met kroos verder uitgewerkt. Er zijn voldoende aan-
wijzingen uit de literatuur dat de watervlo Daphnia magna voor wat betreft blootstelling en 
gevoeligheid model kan staan voor veel andere evertebraten (zie bijv. Canters et al, 1990). 
Daarnaast heeft de watervlo een belangrijke functie in het sloot-ecosysteem, en heeft het 
aantreffen van een effect op deze soort daarom al een grotere betekenis dan het effect op de 
soort op zich. Voor wat betreft kroos Lemna minor is er veel minder informatie beschikbaar 
omtrent de representativiteit voor het ecosysteem. Toxiciteitsgegevens voor hogere water-
planten in het algemeen zijn slechts beperkt voor handen. Eén organisme kan uiteraard nooit 
representatief zijn voor alle andere organismen. 
Veel bestrijdingsmiddelen worden gebruikt in de landbouw. Hier bestaat er een grote kans dat 
deze middelen in het oppervlaktewater terecht kunnen komen, omdat de landbouwpercelen in 
Nederland veelal worden begrensd door watergangen. De middelen kunnen onder andere in het 
water komen door verwaaiing tijdens het bespuiten (drift), afspoeling van het perceel of uitspoe-
ling met het grondwater, bijvoorbeeld via drainage. Deze studie richt zich in principe op de 
oppervlaktewateren in het landelijk gebied (de zogenaamde regionale wateren). Dit wil echter 
niet zeggen dat de bioassays niet op andere plaatsen, bijvoorbeeld in het stedelijk gebied, kunnen 
worden toegepast. Dit vormt echter geen onderwerp van dit rapport. 
Veldbioassays met watervlooien worden in de praktijk bij verschillende waterschappen toegepast. 
Daarom wordt in dit rapport de watervlooientoets als indicator voor het voorkomen van insectici-
den gekozen en uitgewerkt. Voor hogere waterplanten bestaat nog geen veldtoets. Uit een 
STOWA-studie (STOWA, 1997 a,b) komt als aanbeveling om hiervoor een kroostoets verder uit 
te werken. Deze uitwerking geschiedt op dit moment bij het CML in opdracht van de STOWA. 
Uit de voorlopige resultaten van die studie blijkt dat de kroostoets mogelijk niet gevoelig genoeg 
is om in het veld de effecten van de meeste herbiciden bij in de praktijk voorkomende concentra-
ties aan te tonen. Als case wordt in dit rapport, onder andere wegens het ontbreken van alterna-
tieven, de kroostoets uitgewerkt. Mogelijk moet deze toets echter worden vervangen door een 
andere toets met waterplanten. 
Doelstelling 
Het doel van het project is het opstellen van een richtlijn voor waterkwaliteitsbeheerders voor 
het toepassen van veldbioassays om bestrijdingsmiddelen in oppervlaktewater aan te tonen. De 
richtlijn moet hierbij vooral praktische aanknopingpunten bieden voor de waterschappen en ook 
duidelijke protocollen voor het uitvoeren van bioassays met watervlooien en kroos bevatten. 
Verder is een doel van het project om de rol van de bioassays bij de beoordeling van de water-
kwaliteit aan te geven, waarbij ook duidelijk moet worden wanneer een veldbioassay wel of geen 
meerwaarde heeft. 
Opzet rapport 
In hoofdstuk twee van dit rapport wordt in het kort de gehanteerde werkwijze weergegeven. 
Hoofdstuk 3 vormt de kern van het rapport; in dit hoofdstuk wordt het gehele traject voor het 
uitvoeren van de bioassays met watervlooien en kroos doorlopen, inclusief de selectie van de 
bioassays, de uitvoering en de interpretatie van de resultaten. De richtlijnen voor het uitvoeren 
van de bioassays zelf staan in de bijlage bij dit rapport. In hoofdstuk 4 wordt de procedure 
toegelicht aan de hand van een aantal voorbeelden, en wordt de toepasbaarheid van de richtlijn 
behandeld aan de hand van een aantal praktijksituaties. Het rapport wordt besloten met een 
hoofdstuk discussie, conclusies en aanbevelingen (Hoofdstuk 5). 
WERKWIJZE 
Bij het uitvoeren van het onderzoek zijn twee fasen onderscheiden: 
1. Opstellen van een richtlijn, bestaande uit een stappenplan en protocollen voor de veldbio-
assays met watervlooien en kroos. 
2. Uitvoeren van pilot-experimenten, bedoeld voor het toetsen en bijstellen van de richtlijn. 
Onderstaand wordt de methode per fase verder uitgewerkt. 
1. Opstellen van de richtlijn. 
Als eerste is aan de hand van beschikbare gegevens en de STOWA rapporten "Biomonitoring-
technieken voor bestrijdingsmiddelen en zware metalen in watersystemen" (STOWA, 1997a & 
b) een concept richtlijn opgesteld. Ook voor een analyse van de knelpunten die zich voor kunnen 
doen bij het invoeren en toepassen van veldbioassays is gebruik gemaakt van deze rapporten. 
Deze informatie is aangevuld met informatie uit drie interviews met waterkwaliteitsbeheerders. 
De interviews staan beknopt weergegeven in bijlage 6. Daarnaast is ook gebruik gemaakt van de 
uitkomsten van eerdere enquêtes (STOWA, 1996, 1997a,b). De resultaten van de STOWA-
gegevens en de interviews zijn verwerkt in de richtlijn. De ervaringen hebben overigens alleen 
betrekking op de bioassay met watervlooien, omdat een bioassay met kroos of andere waterplan-
ten nog niet beschikbaar was. 
De richtlijn is gepresenteerd in de vorm van een stappenplan. Onderdeel van dit stappenplan is 
een specificatie van de te verwachten effecten in de vorm van een beslisboom. Voor de onder-
bouwing van deze beslisboom is gebruik gemaakt van het model ISBEST (Smidt et al., in 
voorbereiding, zie ook bijlage 2.1). 
Tot slot is in de richtlijn ook aandacht besteed aan de beoordeling van de meetgegevens, uitgaan-
de van uitvoering van de toetsen en metingen volgens de richtlijn. Voor de statistisch interpretatie 
worden vuistregels gegeven. 
Aan de hand van de ervaringen in de pilot-projecten en de praktijkervaringen van de waterschap-
pen is de richtlijn in een definitieve vorm omgezet. De definitieve richtlijn is dus gebaseerd op 
literatuur en praktijkgegevens, en op ervaringen in de in het kader van dit project uitgevoerde 
veldtoetsen. 
Ten einde het draagvlak te vergroten voor de veldbioassays wordt er samen met het CIW een 
workshop georganiseerd met de waterkwaliteitsbeheerders (zie voor de opzet van deze dag 
bijlage 1). Op deze dag wordt o.a. de richtlijn gepresenteerd en zo nodig aangepast. 
Voor wat betreft de voorgestelde veldtoetsen geldt dat de watervlooientoets inmiddels reeds in 
de praktijk wordt toegepast. Een uitgewerkt protocol voor de uitvoering van de toets ontbreekt 
echter nog. De kroostoets is op dit moment (bij het CML in opdracht van de STOWA) in ontwik-
keling. Voor de uitvoering van beide toetsen zijn protocollen opgesteld, waarbij de richtlijn voor 
de watervlooientoets gebaseerd is op een veel breder scala aan praktijkervaringen dan de 
kroostoets. Deze laatste richtlijn heeft dan ook een voorlopig karakter. 
2. Uitvoeren van pilot-experimenten. 
De pilot-experimenten hadden primair tot doel de opgestelde richtlijn te toetsen en eventueel bij 
te stellen. Het doel was niet om effecten van bestrijdingsmiddelen aan te tonen. De experimenten 
zijn uitgevoerd in augustus en september; in deze periode is de piek van de (insecticiden en 
herbiciden) bespuitingen reeds achter de rug, zodat effecten ook niet a-priori verwacht mogen 
worden. Daarnaast maakt ook het geringe aantal experimenten, namelijk twee, de kans dat er 
daadwerkelijk effecten van bestrijdingsmiddelen worden aangetoond kleiner. Dit neemt niet weg 
dat er uiteraard wel onderzoek is gedaan in gebieden, waar potentieel een hoge belasting aan 
bestrijdingsmiddelen te verwachten is. 
De twee pilot-experimenten zijn uitgevoerd in het gebied van het Hoogheemraadschap van 
Rijnland. Bij dit Hoogheemraadschap bestaat reeds langer belangstelling voor ecotoxicologische 
toetsen (AquaSense, 1995). Recent is een aanvang gemaakt met het uitvoeren van bioassays voor 
bestrijdingsmiddelen (Wassenburg, 1999). Het eerste pilot-experiment is uitgevoerd in de 
Bollenstreek; een tweede experiment is uitgevoerd in de Haarlemmermeerpolder. De gebieden 
verschillen zowel in grondsoort als in landbouwkundig gebruik, zodat het niet nodig werd geacht 
om de tweede pilot in een geheel ander gebied uit te voeren. 
De ervaring met dergelijk veldexperimenten leert dat er zich in de praktijk vaak omstandigheden 
voordoen die vanuit de proefopzet ongewenst zijn, zoals het plotseling en onverwacht wijzigen 
van de weersomstandigheden, het gedrag van de boer, verloren gaan van proefopstellingen etc. 
Daarom was voorgesteld om naast experimenten in de praktijk, ook gecontroleerde experimenten 
uit te voeren. Hierbij kon worden deelgenomen aan een mesocosm experiment van ALTERRA, 
waarbij proefbespuitingen worden uitgevoerd, en het verloop van concentraties nauwkeurig 
wordt gevolgd. Aangezien dit experiment vroegtijdig is gestopt, kon hieraan slechts beperkt en 
alleen met watervlooien worden deelgenomen (zie bijlage 7). 
3. STAPPENPLAN 
Bij het opzetten en uitvoeren van een effectgerichte biomonitoring door middel van bioassays 
doet zich in eerste instantie de vraag voor of het zinvol is om bioassays in te zetten, of dat andere 
methoden (bijv. chemische metingen) effectiever zijn. Als deze vraag ten gunste van bioassays 
is beantwoord doet zich vervolgens de vraag voor welke bioassays moeten worden ingezet en 
wanneer. In deze studie beperken we ons tot bioassays met watervlooien en waterplanten, waarbij 
voor de waterplanten voorlopig een bioassay met kroos is uitgewerkt. Voor deze toetsen wordt 
bekeken in welke situaties (gebieden, teelten, periode en middelen) deze bioassays zinvol kunnen 
worden ingezet. In de protocollen voor de bioassays komt aan de orde hoe de bioassays moeten 
worden uitgevoerd. Na het uitvoeren van de bioassays moeten de resultaten worden geïnterpre-
teerd en is het gewenst om eventueel opgetreden effecten te relateren aan de aanwezigheid van 
verontreinigingen in het oppervlaktewater. Ook deze aspecten worden in dit hoofdstuk behan-
deld. 
Voor de opzet van dit hoofdstuk is gekozen voor de vorm van een stappenplan, waarbij de 
tweede stap is uitgewerkt in de vorm van een beslisboom. De vier onderscheiden stappen zijn: 
1. Doelbepaling (§3.1) 
2. Specificatie (§ 3.2) 
3. Uitvoering (§ 3.3) 
4. Interpretatie (§ 3.4) 
3.1 Stap 1: Doelbepaling 
Uitgangspunt hierbij is dat de waterkwaliteitsbeheerder op enigerlei wijze geconfronteerd wordt 
met bestrijdingsmiddelen. Dit kan zijn door gegevens over gebruik, introductie van een bepaalde 
teelt, metingen, etc. Daarnaast wordt ervan uitgegaan dat de waterkwaliteitsbeheerder een 
bepaald budget ter beschikking heeft, en dit zo efficiënt mogelijk wil inzetten. Voorafgaand aan 
het inzetten van de bioassays is het essentieel dat duidelijk wordt omschreven wat precies het 
doel is waarvoor de bioassays worden ingezet (zie stroomschema 1 ). Daarbij is het ook van 
belang dat er vooraf een verwachting (hypothese) van de uitkomsten wordt vastgesteld. In eerste 
instantie kan deze verwachting algemeen worden geformuleerd; in stap 2 moet en kan de ver-
wachting worden gespecificeerd. 
In de inleiding zijn twee hoofddoelen onderscheiden: 
1. Het aantonen van de aanwezigheid van toxische stoffen. Hierbij kan nog verder onder-
scheid worden gemaakt in: 
1 a. men wil middels monitoring een indruk krijgen van de waterkwaliteit in relatie 
tot bestrijdingsmiddelen, eventueel in relatie tot de effectiviteit van beleid, 
lb. er is een specifieke vraag of een specifiek probleem. 
2. Het aantonen van effecten op biota van de aanwezige toxische stoffen. 
Ad la. De behoefte aan monitoring zal vooral ontstaan in gebieden met meerdere teelten en/of 
een grote diversiteit aan chemische middelen. In het geval men behoefte heeft aan monitoring 
kan direct worden verdergegaan met stap 2 van het stappenplan; naar aanleiding van het 
doorlopen van stap 2 kan worden besloten of bioassays de aangewezen weg zijn of dat andere 
methoden de voorkeur verdienen. De metingen moeten daarna zo worden opgezet dat ook een 
uitspraak kan worden gedaan ten aanzien van de verwachte resultaten of effecten. 
—» Voorbeeld: In een bepaald gebied wordt in toenemende mate bloembollenteelt geïntrodu-
ceerd; men heeft de verwachting dat hierdoor het gebruik van bestrijdingsmiddelen zal toe-
nemen evenals de belasting van het oppervlaktewater. In stap twee moet dan verder worden 
gespecificeerd om welke middelen het gaat, waar de belasting optreedt, wanneer en vervol-
gens wat de beste meetmethode is. 
Ad lb. Bij een specifiek probleem kan er vooraf al veel meer worden gespecificeerd. Het is al 
veel duidelijker om welk middel het gaat, waar de belasting optreedt, wanneer, etc. Ook de 
verwachting is vaak veel duidelijker. Wanneer precies bekend is om welk middel het gaat, 
wanneer het wordt toegepast of het in het water komt èn er is een analyse methode, dan lijkt 
een chemische bepaling de aangewezen weg. Er kan dan direct worden getoetst aan het MTR 
(INS-notitie, 1997). Er kunnen echter toch argumenten zijn om voor bioassays te kiezen, zoals 
combinatie-toxiciteit. Bovendien hebben bioassays steeds het voordeel dat de uitkomsten niet 
zo afhankelijk zijn van het tijdstip van monstername als chemische metingen. Voor een keuze 
kunnen al naar gelang de vraagstelling gedeelten van stap twee worden doorlopen; met name 
kan worden opgezocht of het voor de betreffende teelt of middelengroep zinvol is om een 
bioassay uit te voeren, en zo ja, welke. Eventueel kan direct in bijlage 2 worden opgezocht of 
effecten mogen worden verwacht. 
Naast een specifiek probleem met een bepaald bestrijdingsmiddel kunnen er vanzelfsprekend 
ook hele andere doelen zijn zoals bijvoorbeeld het overtuigen van een doelgroep of het uitpro-
beren van de bioassays. 
—» Voorbeeld 1: in de bollenteelt werd tot voor kort veelvuldig carbendazim in het oppervlak-
tewater aangetroffen, mogelijk afkomstig van dompelbadrestanten of het spoelen van bollen. 
Het meten van dit middel kan hier een onomstotelijk bewijs leveren dat er inderdaad geloosd 
is. Wil men echter voor een groot gebied en een lange periode een indruk krijgen van de be-
lasting met dit middel, dan kan een bioassay - mits gevoelig voor in dit geval carbendazim 
- een goed alternatief vormen. Een probleem wat zich hierbij voordoet is dat bijlage 2 niet 
is gebaseerd op middelen maar op teelten en dus niet kan worden afgeleid of het betreffende 
middel potentieel tot effecten leidt in de bioassay. 
Om toch een indruk te krijgen van de potentiële gevoeligheid van de bioassays kan in dat 
geval in het Handboek Bestrijdingsmiddelen (van Rijn, 1995) of bij het CTB (internet, gele 
databank http://www.bib.wau.nl/ctb/geel.html) worden opgezocht of het middel toxisch is 
voor watervlooien of waterplanten. Voor kroos zijn over het algemeen geen data beschik-
baar. In dat geval moeten de gegevens voor algen als indicator worden genomen. In dit geval 
wordt in de CTB-data een laagste EC50 voor algen gevonden van 0,34 mg werkzame stof/l 
en voor watervlooien 0,076 mg w.s./l. Deze getallen geven aan dat bij deze concentraties in 
het laboratorium bij kortdurende (24 uur) toxiciteitsproeven 50% effect (alg) of sterfte (wa-
tervlo) optreedt. Deze gehalten kunnen vervolgens worden vergeleken met de aangetroffen 
gehalten in het oppervlaktewater en op deze wijze kan een inschatting worden gemaakt van 
de te verwachten effecten. Als vuistregel kan hierbij worden gehanteerd dat als de aangetrof-
fen concentraties niet hoger zijn dan 10% van de EC50 waarden, een veldbioassay waar-
schijnlijk geen effecten laat zien. Als een middel weinig toxisch is voor waterorganismen, 
is het inzetten van een bioassay niet zinvol. Als een middel wel toxisch is kunnen er, mits 
het middel in het oppervlaktewater terechtkomt, in principe effecten worden verwacht. 
—» Voorbeeld 2: in een polder worden regelmatig vliegtuigbespuitingen uitgevoerd. De water-
kwaliteitsbeheerder wil weten wat het effect is op de waterkwaliteit. Bioassays kunnen wor-
den ingezet om een indruk te krijgen van deze effecten. Wel moet worden nagegaan of er 
van het betreffende middel effecten zijn te verwachten bij de te verwachten concentraties. 
Stroomschema 1: Doelbepaling 
Bepaal het doel van de 
bioassays 
la. Er is behoefte aan 
monitoring van 
bestrijdingsmiddelen 
Ga direct door naar 
stap 2: specificering 
lb. Er is een specifiek 
probleem 
ga naar stap 3: 
uitvoering van de 
bioassays 
Nee 
Er is geen 
bioassay nodig 
2. Er is behoefte aan 
monitoring van effecten 
op biota 
ga naar stap 3: 
uitvoering van de 
bioassays 
Nee 
Er is geen 
bioassay nodig 
Nee Er is geen bioassay nodig 
Ad 2. In dit geval zijn er al duidelijke aanwijzingen omtrent de aanwezigheid van stoffen in het 
oppervlaktewater, maar gaat het erom aan te tonen dat deze stoffen daadwerkelijk tot effecten 
op biota leiden. Een belangrijke reden kan zijn dat normen (MTR, zie INS-notitie, 1997) voor 
de aangetroffen middelen structureel worden overschreden. In dit geval verdient het wel aan-
beveling om de betrokken stoffen te screenen op hun risico voor de bioassay organismen wa-
tervlooien en kroos (zie verder onder lb, voorbeeld 1). 
3.2 Stap 2: Specificatie 
Als het doel van het onderzoek is omschreven kan er vervolgens een specificatie en een keuze 
van de geschikte methode plaatsvinden. De specificatie begint met een omschrijving van het 
betreffende gebied, de teelten en de gebruikte middelen. Aan de hand hiervan wordt vervolgens 
een keuze gemaakt voor een methode. 
Stap 2.1: Gebiedsbeschrijving 
Er wordt begonnen met een beschrijving van het te onderzoeken gebied. Veelal zal dit een 
eenheid zijn voor wat betreft de waterhuishouding. Een goed beeld van een polder voor wat 
betreft de waterstromen, in- en uitlaatpunt etc. is van belang voor de verspreiding van de bestrij-
dingsmiddelen in het oppervlaktewater. Deze gegevens op polderniveau zijn aanwezig bij de 
waterkwaliteitsbeheerders of bij de afzonderlijke waterschappen. Daarnaast is een lokaal bezoek 
aan de gemaalbeheerders aan te bevelen, omdat deze het beste inzicht in de praktijksituatie 
hebben. Het te onderzoeken gebied wordt verder gekarakteriseerd voor wat betreft oppervlakte, 
grondsoort en dominante teelten. 
Stap 2.2: Gewaskeuze (Stroomschema 2a). 
Een volgende stap is het in kaart brengen van de teelten in het betreffende gebied. Hierover is bij 
de waterschappen al veel informatie aanwezig, omdat deze regelmatig in contact staan met de 
telers in verband met waterpeilbesluiten, schouw en vergunningverlening. Aanvullende informa-
tie kan worden verkregen bij lokale landbouworganisaties. Bij het CBS is informatie over teelten 
en arealen op het niveau van gemeenten beschikbaar (bijv. CBS-Landbouwdatabank 1980-1998). 
De procedure is als volgt: 
Kies uit de lijst van gewassen (voorjaar: bijlage 2.2a; najaar: bijlage 2.2b) de minimaal 5 en 
maximaal 10 gewassen die in het gebied het meest worden verbouwd en noteer deze in tabel 3.1. 
De keuze wordt gemaakt op basis van de grootte van het areaal waarop het gewas wordt ver-
bouwd. Indien in het gebied ook gewassen onder glas worden geteeld dienen aan deze lijst de 2 
- 4 meest verbouwde glastuinbouwgewassen te worden toegevoegd. Hoe meer gewassen worden 
opgenomen in de tabel, hoe betrouwbaarder in principe het resultaat van de procedure zal zijn. 
Indien in een bepaald gebied voornamelijk glastuinbouw plaatsvindt, kunnen meer glastuinbouw 
gewassen worden meegenomen. Noteer voor elk der gewassen het areaal, de I(nsecticide)-score, 
de H(erbicide)-score en de F(ungicide)-score. Noteer tevens voor elk der gewassen welke 
stofgroep bij het betreffende gewas staat vermeld in bijlage 2.2. Bereken het totaal areaal van de 
in beschouwing genomen gewassen en noteer deze in tabel 3.1. 
In bijlage 2.2 wordt de grens tussen winter en voorjaar gelegd tussen week 8 en 9 en de grens 
tussen zomer en herfst tussen week 36 en 37. Achtergrond hiervan is dat er in principe onder-
scheid wordt gemaakt tussen het middelengebruik in het groeiseizoen en in het winterseizoen. 
Voor de teelten onder glas is aangenomen dat er geen verschil in gebruik optreedt en dat de 
belasting in beide seizoenen gelijk is. Voor de overige teelten is duidelijk dat het gebruik in het 
"winterseizoen" veel lager is dan in het zomerseizoen. Hieruit kan geconcludeerd worden dat het 
in gebieden zonder teelten onder glas nauwelijks zinvol is om de bioassays in het winterseizoen 
uit te voeren, met een enkele uitzondering. Overigens ook om andere redenen kunnen er in het 
vroege voorjaar geen bioassays worden uitgevoerd: de weersomstandigheden zijn dan zodanig, 
dat niet wordt voldaan aan de voorwaarden voor het uitvoeren van de bioassays (zie § 3.3). In het 
vroege najaar speelt dit echter nog geen rol. Hier moet worden opgemerkt dat de gekozen grenzen 
per jaar en per teelt moeten worden geïnterpreteerd. In een koud jaar kan een teelt langer duren 
dan in een warm jaar. Als men bioassays wil uitvoeren in een periode op de grens tussen de beide 
tabellen, wordt aanbevolen om het stappenplan zowel voor de zomer-tabel als voor de winter-
tabel te doorlopen. Als dan blijkt dat het uitvoeren van de bioassays in één van beide seizoenen 
niet zinvol is, moet ter plekke worden gekeken hoe de stand met de relevante teelten is: is er al 
geoogst, vinden er nog bespuitingen plaats. Aan de hand hiervan kan dan worden besloten of het 
uitvoeren van bioassays nog/al zinvol is. Anderzijds kan met deze tabellen ook worden bepaald 
wanneer men de bioassays in moet zetten met de grootste kans op het aantreffen van effecten. 
Stroomschema 2a: Vaststellen van de dominante gewassen 
Noteer de 5 - 10 meest verbouwde 
gewassen en hun areaal in tabel 3.1 
Ja Noteer de 2 - 4 meest verbouwde 
glastuinbouwgewassen in tabel 3.1 
Nee 
Zoek voor elk der gewassen in bijlage 3 de I-, H- en F-
score op in stoflijst 1 (voorjaar) of stoflijst 2 (najaar); 
noteer deze in tabel 3.1, evenals de stofgroep 
Bereken het totale areaal van de gewassen in tabel 3.1 
en noteer dit op de aangegeven plaats 
*Voor het geval er voornamelijk glastuinbouw is: kies meer 
glastuinbouwgewassen 
Samenvatting werkwijze. Voor achtergronden: zie bijlage 2.1. 
De keuze van het in te zetten bioassay is gebaseerd op een vaststelling van de meest voorkomende 
gewassen in het betreffende gebied. In veel gewassen worden specifieke gewasbeschermingsmiddelen 
gebruikt. De berekening van de belasting van oppervlaktewater is gebaseerd op de verbruiksgegevens 
en driftgegevens uit ISBEST, die worden gecorrigeerd voor verdwijning door te vermenigvuldigen met 
de verdwijnfactor die in bijlage 2.1 is beschreven. Binnen dit systeem zijn verbruiksgegevens (CBS en 
LEI, 1995) bijeengebracht van alle toegelaten gewasbeschermingsmiddelen. Op basis van deze 
informatie is voor de in bijlage 2.2 genoemde gewassen aan te geven welke groepen gewasbescher-
mingsmiddelen hierbij vooral worden ingezet. 
Toxische effecten van bestrijdingsmiddelen op waterorganismen zijn het gevolg van de belasting van 
oppervlaktewater met deze stoffen. Deze belasting komt tot stand via verschillende routes, zoals drift 
van spuitvloeistof naar belendende sloten, uitspoeling van het middel via drainage, afspoeling tengevolge 
van neerslag, lozing van met bestrijdingsmiddelen besmet water vanuit kassen etc. In welke mate de 
belasting leidt tot een effect hangt af van 3 factoren: 
1. de hoogte van de belasting, dat wil zeggen: de hoeveelheid stof die het oppervlaktewater bereikt; 
2. de snelheid waarmee de stof uit het water verdwijnt door afbraak, sorptie aan sediment, verdamping 
en andere verdwijnprocessen; 
3. de giftigheid van de stof voor verschillende soorten organismen die zich in het water bevinden. 
Deze gegevens zijn verkregen door gebruik te maken van model TOXSWA, waardoor een indruk is 
verkregen welke middelen daadwerkelijk in het oppervlaktewater zullen worden aangetroffen. De kans 
op biologische effecten van een middel wordt beoordeeld via een door het CLM ontwikkelde methodiek, 
waarbij op basis van de acute toxiciteit voor aquatische organismen "milieubelastingspunten" worden 
toebedeeld. Voor de 5 bestrijdingsmiddelen die in het betreffende gewas de meeste milieubelastings-
punten veroorzaken zijn de punten bij elkaar opgeteld, gegroepeerd naar insecticide, herbicide of 
fungicide werking van de middelen. De hieruit resulterende scores per gewas zijn weergegeven in bijlage 
2.2 voor een groot aantal gewassen. Hierbij is tevens aangegeven welke chemische stofgroep (organo-
fosfor verbindingen, pyrethroïden, ureum verbindingen etc.) verantwoordelijk is voor de hoogste score. 
De resulterende informatie is per periode (voorjaar en najaar) gedifferentieerd. Zo is het in de akkerbouw 
niet ongebruikelijk dat in het voorjaar vooral herbiciden worden ingezet, terwijl later in het groeiseizoen 
de nadruk meer ligt op insecticiden en fungiciden. Voor andere teeltsectoren (bijv. de glastuinbouw) kan 
dit anders liggen. Deze informatie wordt gekoppeld aan de randvoorwaarden van de bioassays (bijv: als 
de temperatuur te laag is kunnen geen bioassays in het veld worden uitgevoerd; zie verder § over 
randvoorwaarden). 
Stap 2.3: Bepaling van het type effect dat mag worden verwacht (Stroomschema 2b). 
Bereken het totale areaal van de geselecteerde gewassen door de arealen van de afzonderlijke 
gewassen bij elkaar op te tellen. Bepaal voor elk der gewassen welk deel van het areaal door dit 
gewas wordt gebruikt (areaalfractie) door het areaal voor dit gewas te delen door het zojuist 
berekende totale areaal. Gewassen die niet op de lijst voorkomen worden dus niet in de bereke-
ning van het totale areaal betrokken. 
Bereken voor elk der gewassen een "areaal gecorrigeerde" I-, H- en F-score door de aan de lijst 
ontleende score te vermenigvuldigen met de areaalfractie. Noteer voor elk gewas bij de reeds 
genoteerde stofgroep de hoogste van de 3 gecorrigeerde (I-, H- en F-) scores. Dit is de "groeps-
score" van het betreffende gewas (Tabel 3.2). Deze score kan, na het uitvoeren van de bioassays 
worden gebruikt voor het vinden van de stofgroepen die de eventuele effecten hebben veroor-
zaakt (zie § 3.4). 
Stroomschema 2b. Bepaling van de te verwachten effecten 
Bereken voor elk der gewassen uit tabel 3.1 de areaalfractie: 
deel het areaal van het gewas door het totale gewasareaal uil tabel 3.1. 
Noteer de areaalfractie voor elk gewas in tabel 3.2 
Bereken voor elk gewas in tabel 3.1 de gecorrigeerde I-, H- en F-score 
door de score in tabel 3.1 te vermenigvuldigen met de areaalfractie. 
Noteer de gecorrigeerde score in tabel 3.2. Noteer de hoogste van de drie 
scores (I-, H- of F-score) in tabel 3.2 als de groepsscore 
Tel elk der 3 scores in tabel 3.2 afzonderlijk op, zodat een totale I-, een 
totale H- en een totale F-score wordt berekend; noteer deze eveneens in 
tabel 3.2 
Bereken de I-, H- en F-score van het gebied door de areaal gecorrigeerde scores voor de ver-
schillende gewassen bij elkaar op te tellen. 
Stap 2.4: Keuze van het bioassay (Stroomschema 2c). 
De kans op het optreden van effecten in het bioassay neemt toe naarmate de (I-, H- danwei F-) 
score groter wordt. De score waarboven de eerste merkbare effecten zullen optreden is mede 
afhankelijk van de variaties die in blanco's optreden, die op hun beurt worden bepaald door onder 
meer omgevingsfactoren (fluctuaties in temperatuur, zuurstofgehalte etc.) en de ervaring van 
degene die het bioassay uitvoert. Bij een score van boven de 500 (wat overeenkomt met 0,5 acute 
EC5o voor de gevoeligste soort) is de kans op het optreden van effecten duidelijk verhoogd, en 
is het raadzaam om het betreffende bioassay uit te voeren. Deze grens kan echter enigszins 
verschillen van gebied tot gebied. Er wordt in deze tekst en in de stroomschema's aangenomen 
dat de variatie in de blanco's vrij gering is en effecten merkbaar zijn bij een score > 500; dit getal 
kan eventueel naar eigen inzicht worden bijgesteld. 
I-score > 500: watervlo-bioassay 
H-score > 500: kroos-bioassay 
F-score > 500: watervlo-bioassay; ook de kroos-bioassay heeft een verhoogde kans op effect. 
Bij een hoge F-score heeft een watervlo-bioassay de voorkeur. Gezien de brede werking van veel 
fungiciden is te overwegen om ook een kroos-bioassay uit te voeren. 
Als alle 3 de scores beneden de 500 punten liggen is het risico voor waterleven waarschijnlijk 
gering en kan worden overwogen om geen bioassay uit te voeren. Als meer dan één score boven 
de 500 ligt verdient het aanbeveling om beide typen bioassay uit te voeren. 
Stroomschema 2c. Bepaling van het uit te voeren bioassay. 
Ja 
*T Eri is geen bioassay nodig D 
Nee 
Voer het watervlo bioassay uit 
Voer het kroos bioassay uit 
Voer zowel het kroos- als het 
watervlo-bioassay uit 
Nee 
Voer de gekozen toets uit! 3 
Ontbrekende gewassen. 
In de scorelijsten voor de verschillende gewassen (bijlagen 2.2) zijn per sector de grootste gewassen 
opgenomen, gebaseerd op de CBS landbouwtelling van 1995 (CBS, 1995). De kans dat voor een regio 
het meest dominante gewas niet in de scorelijst staat lijkt dan ook klein. Voor minder belangrijke 
gewassen is niet uit te sluiten dat ze niet in de scorelijst staat. Mocht dit zich voordoen, dan wordt het 
gewas behandeld alsof het niet in het gebied wordt geteeld, met andere woorden: het wordt uit de lijst 
van teelten verwijderd, c.q. vervangen door het eerstvolgende gewas dat in het gebied wordt geteeld 
en dat wèl in de score-lijst voorkomt. 
De tabellen 3.1 en 3.2 vormen de kern van de selectieprocedure in het stappenplan. De tabellen 
dienen per geval te worden ingevuld. In hoofdstuk vier wordt een aantal voorbeelden besproken. 
De uitkomst van de beschreven procedure, eventueel aangevuld met actuele en locatie-specifieke 
gegevens, is een lijst van teelten en middelen, en de toepassingen waarvan effecten in de bioas-
says worden verwacht. Voor die middelen waarvoor geen effecten in de bioassays worden 
verwacht, zijn chemische metingen vooralsnog de enige mogelijkheid. Wanneer wel effecten 
worden verwacht kan er in principe nog steeds worden gekozen voor een chemische of een 
biologische meting. Voor de chemische meting geldt vervolgens dat dit alleen mogelijk is als er 
voor het betreffende middel een analysemethode voor oppervlaktewater met een voldoende 
nauwkeurige detectiegrens beschikbaar is. Is dit niet het geval, dan is een biologische meting de 
enige mogelijkheid. 
Tabel 3.1 Overzicht van de belangrijkste gewassen in de regio en hun scores. I-, H-, F-score 
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3.3 Stap 3: Uitvoering 
Toetsvoorwaarden 
Ren aantal factoren kan ervoor zorgen dat de uitkomsten van de bioassays zodanig worden 
beïnvloed dat een effect van een bestrijdingsmiddel, althans bij de standaardopzet, niet meer kan 
worden gemeten. Soms is het mogelijk om met een aangepaste proefopzet toch de effecten van 
bestrijdingsmiddelen te onderzoeken (bijvoorbeeld meer herhalingen). Dit valt echter buiten het 
bestek van deze richtlijn. 
Fysisch/chemische omstandigheden 
Fysisch-chemische parameters hebben invloed op de effectparameters. In tabel 3.3 wordt weerge-
geven binnen welke grenzen deze parameters zich moeten bevinden om de bioassay onder de in 
deze richtlijn beschreven voorwaarden uit te kunnen voeren. Voor parameters die snel kunnen 
wijzigen (bijvoorbeeld zuurstof), moet worden opgemerkt dat het in het geval van watervlooien gaat 
om de gehalten in de pot. De luchtbel in de pot kan ervoor zorgen dat het zuurstofgehalte hoger is 
dan het gehalte in het slootwater. 
Tabel 3.3 Omstandigheden waaronder een veldbioassay zinvol kan worden uitgevoerd (bron: 















































zure sloten (pH>4) 
brakke sloten (Cl<2 g/l) 
Voor wat betreft de sloottypen, zoals onderscheiden door de STOWA (STOWA, 1993a, 1993b) 
blijkt uit de tabel dat de kroostoets in alle typen kan worden uitgevoerd (binnen de aangegeven 
randvoorwaarden), terwijl de watervlooientoets niet kan worden uitgevoerd in zure sloten en in 
brakke sloten. In een watergang in het gebied van het Waterschap Regge en Dinkel bleek inderdaad 
dat de watervlooien en lage pH (4,8) niet overleefden (Scheele, 1998). 
Er zijn geen aanwijzingen dat de functie van de sloot voor de waterhuishouding (meestal samen-
hangend met de afmetingen: sloot, tocht, vaart, hoofdvaart, leiding) van invloed is op de toepas-
baarheid van de toets. 
Voor stromende wateren wordt een aantal opmerkingen gemaakt. Ten eerste komen kroos en 
watervlooien normaal gesproken niet in stromende wateren voor; zij spoelen namelijk weg. Er 
zijn echter vooralsnog geen aanwijzingen dat er grote verschillen in gevoeligheid voor bestrij-
dingsmiddelen bestaan tussen Daphnia's en kroos en in stromend water voorkomende organis-
men. Daarom kunnen deze bioassays toch representatief zijn voor ter plekke voorkomende 
organismen. Een probleem bij stromend water is dat er verdunning op kan treden als er van 
bovenstrooms schoner water wordt aangevoerd. Het is daarom de vraag in hoeverre de bioassays 
gevoelig genoeg zijn om effecten aan te tonen. Dit probleem speelt echter evenzeer bij chemische 
metingen. Voor wat betreft de hier voorgeschreven methode voor de watervlooien met glazen 
potten (zie protocollen, bijlage 3) is het niet bekend of deze ook in stromend water toepasbaar 
zijn. Een andere methode, die gebruik maakt van een korf (Kamps-Mulder, 1999) is in de Maas 
uitgeprobeerd en bleek hier goed te functioneren. Met glazen potten is het wellicht noodzakelijk 
om deze steviger te bevestigen, bijvoorbeeld aan een stok, zodat ze door de stroming niet omval-
len. In hoeverre de kroostoets uitgevoerd kan worden in stromend water is nog onbekend. 
Voor metalen worden in tabel 3.4 de gehalten weergegeven waarbij geen effecten worden 
gevonden. Bij aangetroffen gehalten lager of gelijk aan deze waarden kan de toets dus worden 
uitgevoerd. Bij hogere gehalten kunnen er effecten optreden, en is de toets niet geldig voor het 
aantonen van effecten van bestrijdingsmiddelen. 
Tabel 3.4 No-Observed-Effect Concentraties in oppervlaktewater van een aantal metalen 
voor watervlooien en kroos; bron: Beek & Knoben, 1997 & STOWA, 1997b; 

































In de praktijk kunnen er nog andere factoren zijn die de overleving van watervlooien beïnvloe-
den. Hierbij kan bijvoorbeeld gedacht worden aan predatie door de platworm Mesostoma. Maar 
ook wegvangen van zonlicht door een dik plantendek of een lage algengroei bij zeer nutriëntarme 
sloten kan ervoor zorgen dat er te weinig voedsel voor de watervlooien is. Weinig voedsel (algen) 
leidt over het algemeen niet tot sterfte van de dieren, maar ze kunnen wel aanzienlijk kleiner zijn 
en minder nakomelingen voortbrengen. 
Keuze monsterpunten 
Voor de keuze van de monsterpunten wordt in de protocollen (bijlage 3) een opzet gegeven. In 
de praktijk kan het echter voorkomen dat er geen duidelijk referentiegebied kan worden aange-
wezen. In dit geval moet er gezocht worden naar watergangen, die vergelijkbaar zijn met de 
blootgestelde watergangen voor wat betreft de bovengenoemde aspecten, maar die niet blootge-
steld worden aan bestrijdingsmiddelen. Hiervoor kan gedacht worden aan watergangen in de 
buurt van inlaatpunten, parken, watergangen rond veehouderijbedrijven, etc. Er wordt voorge-
schreven om minstens 5 referentiepunten in beschouwing te nemen. 
Voor wat betreft de keuze van de blootgestelde punten zijn er vanuit het waterkwaliteitsbeheer 
goede redenen om bij de in- en uitlaatpunten te meten. Het is echter zeer de vraag of hier de 
hoogste (piek)-belastingen optreden; weliswaar komt theoretisch alle water langs deze punten, 
hier staat tegenover dat er verdunning optreedt. Daarom wordt aanbevolen om naast deze punten 
ook enkele meetpunten in de kavelsloten te kiezen, waar de grootste kans op het optreden van 
piekbelastingen bestaat. Mede ingegeven door praktische mogelijkheden wordt aanbevolen om 
per experiment 15 potentieel blootgestelde meetpunten in beschouwing te nemen. Uiteraard 
wordt dit aantal beïnvloed door de doelstelling van het onderzoek. 
Protocollen 
Voor de concrete uitvoering van de bioassays wordt verwezen naar de richtlijnen voor de water-
vlooientoets en voorde kroostoets, zoals beschreven in resp. bijlage 3.1 en 3.2. Voor de opzet 
van de protocollen is gekeken naar de opbouw van internationaal gehanteerde protocollen, 






Bewerking en weergave resultaten 
Verslaglegging 
Geldigheid 
In bijlage 3 is ook een schatting gemaakt van de kosten van het uitvoeren van de bioassays. 
Hierbij is onderscheid gemaakt tussen eenmalige kosten voor het opstarten van de proeven en 
de kosten bij herhaling van de bioassays. Deze kosten hebben betrekking op het uitvoeren van 
een "standaard" onderzoek volgens de richtlijnen in bijlage 3, waarbij 20 monsterpunten worden 
meegenomen. De kosten voor eventuele metingen van bestrijdingsmiddelen zijn hierin niet 
meegenomen. Samengevat staan de kosten weergegeven in tabel 3.5. 
Tabel 3.5 Schatting van de kosten van een veldbioassay met watervlooien en met kroos (één 
bioassay experiment bestaat uit 20 monsterpunten). 
Eenmalig Herhaalde uitvoering 
Watervlooien f 11.500,- f7.800,-
Kroos f 12.000,- f 9.000,-
3.4 Stap 4: Interpretatie 
Om het effect van een bestrijdingsmiddel aan te tonen moet dit effect kunnen worden onder-
scheiden van de "natuurlijke" variatie. De variatie in de niet blootgestelde bioassays mag daarom 
niet al te groot zijn. 
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Watervlooien 
In het geval van watervlooien blijkt uit de praktijkvoorbeelden (zie Hfst. 4) dat er in de niet 
blootgestelde bioassays gemiddeld een sterfte is van 10%, waarbij de maximaal gevonden sterfte 
30% is. Als vuistregel wordt daarom gehanteerd dat als de referentie aan de bovengenoemde 
voorwaarden voldoet (sterfte niet groter dan 30%), de proef in principe geldig is. Als de sterfte 
in de blootgestelde bioassays nu groter is dan die in de referentie dan wordt dit in principe als een 
effect van bestrijdingsmiddelen gekenmerkt. Vervolgens wordt een getrapte procedure gevolgd', 
vindt men een effect op één of enkele monsterpunten, dan vormt dit aanleiding om dit punt in de 
tijd te volgen, maar nog niet direct een aanleiding om tot metingen over te gaan. Vindt men 
echter op meer dan 30% van de blootgestelde punten een overschrijding, of op één punt op 
meerdere tijdstippen, dan vormt dit wel aanleiding om tot metingen over te gaan (zie stroom-
schema 3). 
Als er in de referentie meer dan 30% sterfte optreedt is de toets in principe ongeldig. Dit wil 
echter nog niet zeggen dat grote effecten in de blootgestelde bioassays niet indicatief kunnen zijn 
voor effecten van bestrijdingsmiddelen (bijvoorbeeld: 50% sterfte in de referenties, 100% in de 
blootgestelde bioassays). Als dit het geval is, vormt dit aanleiding om de toets te herhalen. De 
procedure wordt in tabel 3.6 samengevat weergegeven. 
Tabel 3.6 Interpretatie van de effecten in de blootgestelde bioassay met watervlooien in 
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Kroos 
Met bioassays met kroos is in het veld nog relatief weinig ervaring opgedaan. Dit betekent dat 
de groeisnelheid in referentiesituaties niet goed bekend is. Wel is uit literatuurgegevens af te 
leiden dat de groeisnelheid in de zomermaanden (mei-augustus) minimaal 0,1 per dag moet zijn 
(Stowa, 1992a). Vergelijkbaar met de watervlooientoets kan hier worden aangegeven dat de toets 
(in deze periode) in principe geldig is als de groei in de onbelaste situatie groter is dan 0,1 per 
dag. 
Buiten deze periode moet een correctie voor de temperatuur worden aangebracht: 
g = 0,20 x (0,05(t - 25) + 1) 
waarin g = de groeisnelheid per dag 
en t is de temperatuur in °C 
Wanneer de groeisnelheid in de referenties groter of gelijk is aan de resulterende waarde is de 
toets ook in deze periode geldig. 
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De effecten in de blootgestelde bioassays kunnen vervolgens worden uitgedrukt als percentage 
groeiremming ten opzichte van de referentie (zie richtlijn, bijlage 3.2). De grens voor het al dan 
niet vaststellen van een effect wordt gelegd bij een groeiremming van 10% of groter. 
Na het vaststellen van een effect wordt een vergelijkbare procedure gevolgd als bij de water-
vlooientoets: een effect op één punt geeft aanleiding tot herhaling van de bioassay. Een effect op 
meerdere punten, of herhaaldelijk in de tijd, kan aanleiding geven tot metingen. 
Procedure voor identificatie van de belangrijkste stofgroep (stroomschema 3). 
Zoals hierboven aangegeven, zullen de resultaten van de bioassays soms aanleiding geven tot het 
uitvoeren van chemische analyses, om achter de identiteit van de verantwoordelijke verbindingen 
te komen. Het is meestal om financiële redenen echter niet haalbaar om het gehele scala aan 
gewasbeschermingsmiddelen te laten analyseren. Daarom wordt onderstaand een procedure 
geschetst voor identificatie van de belangrijkste stofgroep. 
Chemische analyse dient zich vooral te richten op de stofgroepen met de hoogste score (tabel 
3.2). Stofgroepen met scores beneden de 500 zullen in het algemeen in vrij lage concentraties 
aanwezig zijn (beneden concentraties die effecten veroorzaken). Chemische analyse van water-
monsters op de betreffende stofgroep kan in dat geval achterwege blijven. De chemische analyse 
van zeer slecht wateroplosbare stoffen zoals pyrethroïden en organotin verbindingen in de 
waterfase is niet raadzaam. Dergelijke verbindingen migreren snel naar sediment en zwevend 
stof, zodat chemische analyse van dergelijke verbindingen vooral in sediment dient te gebeuren. 
Stroomschema 3. Identificatie van de belangrijkste stofgroepen 
Tel voor elk van de in tabel 2 vermelde stofgroepen afzonderlijk 
de scores op, zodat per stofgroep een totale score over alle 
gewassen wordt berekend 
Ja 
De kans op het aantreffen van 
verbindingen is vrij klein 
Nee 
Voer chemische analyses uit voor de 
stofgroep(en) met de hoogste scores 
Een precisering van de keuze van de chemisch te analyseren stofgroepen kan worden gebaseerd 
op aanvullende informatie uit het gebied. Het meest relevant is informatie omtrent het werkelijke 
stofgebruik in de 2 of 3 teelten met de hoogste maximum score. 
Vanuit het beleid gezien is een logische vervolgstap het vergelijken van de aangetroffen gehalten 
met het MTR. Maatregelen (bijvoorbeeld emissie-beperking) zouden zich dan prioritair op die 
stoffen moeten richten, waarvoor het MTR het meest wordt overschreden. Voor het vervolgens 
monitoren van de effecten van deze maatregelen komen in eerste instantie chemische metingen 
in aanmerking, en vervolgens pas bioassays. Men is dan immers in de beschreven procedure in 
hoofddoel lb, een specifieke vraag, terecht gekomen (zie § 3.1). De bioassays hebben dan als 
doel om aan te tonen dat de afname van de concentraties ook daadwerkelijk tot afname van de 
effecten leiden. Als dit inderdaad het geval is, is de aanpak geslaagd. Blijken de effecten niet 
afgenomen, dan waren kennelijk andere stofgroepen de oorzaak en moet deze stap opnieuw 
worden doorlopen. 
In de beschreven procedure is er steeds vanuit gegaan dat de uitkomsten uit de bioassays volgens 
verwachting waren. Het is uiteraard ook mogelijk dat er effecten worden gevonden op plaatsen 
waar dit niet werd verwacht, of dat er geen effecten worden gevonden op plaatsen waar dat wel 
werd verwacht. Hierbij wordt er steeds wel vanuit gegaan dat de resultaten geldig zijn: goede 
resultaten in de referenties, en geen andere oorzaken voor effecten. 
Indien er effecten optreden die niet werden verwacht wordt aanbevolen om na te gaan welke 
middelen er daadwerkelijk in de betreffende periode zijn gebruikt; zoals immers reeds aangege-
ven is de beschreven procedure gebaseerd op het middelenpakket 1995; bovendien kunnen er 
altijd locale afwijkingen in gebruik voorkomen. De resultaten van dit navragen kunnen aanleiding 
geven tot een verklaring (in de procedure meegenomen middelen) of een verdenking (niet 
meegenomen middelen). Het is echter altijd mogelijk dat er andere factoren een rol hebben 
gespeeld (ziekte, predatie, niet gemeten factoren, of niet gemeten schommelingen in parameters). 
In het geval er geen effecten optreden waar dit wel werd verwacht is het ook noodzakelijk om 
na te gaan welke middelen er nu daadwerkelijk zijn gebruikt. Als de verwachtte middelen in de 
betreffende periode niet zijn gebruikt geeft dit direct een verklaring; als de middelen wel zijn 
gebruikt, kunnen er nog redenen zijn waarom er bijvoorbeeld geen blootstelling heeft plaatsge-
vonden. Dooreen bepaalde windrichting of toedieningswijze kan het middel bijvoorbeeld niet 
in het oppervlaktewater terecht zijn gekomen. Ook kan door een gebrek aan stroming in de 
betreffende periode een middel de bioassays niet bereiken. 
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4. VOORBEELDUITWERKING EN PRAKTIJKERVARINGEN 
In de hoofdstuk wordt het stappenplan, gepresenteerd in hoofdstuk 3, toegepast op een voor-
beeldgebied (de Bommelerwaard) (§4.1) en op twee praktijksituaties (Bollenstreek en Haar-
lemmermeerpolder), (§ 4.2) waar in het kader van dit project veldbioassays zijn toegepast. De 
nadruk bij het eerste voorbeeld ligt op stappenplan (met name de specificatie) zelf, terwijl bij 
het tweede voorbeeld ook de praktijkuitvoering van de bioassays is betrokken. In § 4.3 wordt 
vervolgens een aantal praktijk ervaringen besproken. De gegevens hiervoor zijn afkomstig 
van interviews, literatuur en in het kader van dit project uitgevoerd onderzoek. 
4.1 Voorbeeld van toepassing van de methodiek op de Bommelerwaard. 
De berekeningen die in de verschillende stappen worden uitgevoerd worden gedemonstreerd 
door ze toe te passen op een voorbeeld-gebied (de Bommelerwaard), omdat van dit gebied 
reeds veel gegevens beschikbaar waren. De belangrijkste kenmerken van het gebied zijn be-
schreven in bijlage 4. 
Stap 1: Doelbepaling (Stroomschema 1) 
Het doel van het toepassen van het stappenplan op de Bommelerwaard is vooral het demon-
streren van stap 2, de specificatie en te laten zien op welke teelten, stofgroepen en bioassays 
het stappenplan uitkpmt in een concreet gebied. 
Als voorbeeld voor het doorlopen van stap 1, de doelbepaling, is een fictief doel geformu-
leerd wat door de lokale waterkwaliteitsbeheerder zou kunnen zijn opgesteld: Een gedeelte 
van het uit de Bommelerwaard afkomstige oppervlaktewater wordt gebruikt voor drinkwater-
bereiding (via de afgedamde Maas). Er bestaat bezorgdheid omtrent de aanwezigheid van 
bestrijdingsmiddelen in het water, en de waterkwaliteitsbeheerders willen weten waar deze 
middelen vandaan komen. Hiertoe wordt reeds op dit moment een aantal middelen gemeten 
op een aantal punten. Omdat metingen slechts momentopnamen zijn en ook niet alle midde-
len gemeten kunnen worden, kan de behoefte bestaan om door middel van bioassays een vin-
ger aan de pols te houden en te bezien of er een aanleiding bestaat om het chemische meet-
schema aan te passen of uit te breiden. Om te bezien waar en welke bioassays zinvol zijn 
moet stap 2 van het stappenplan worden doorlopen. 
Stap 2: Specificatie 
Stap 2.1: Gebiedsbeschrijving 
Een uitgebreide beschrijving van het gebied wordt gegeven in bijlage 4. 
Stap 2.2: Gewaskeuze (Stroomschema 2a) 
In het voorbeeldgebied komt veel grasland voor (veeteelt), met daarnaast enkele akkerbouw-
gewassen. De gewassen met het grootste areaal zijn opgenomen in Tabel 4.1. Bovendien 
komt er in het gebied ook glastuinbouw voor. De 3 glastuinbouwgewassen met het grootste 
areaal zijn eveneens toegevoegd aan de gewassenlijst (Tabel 4.1). De gegevens over teelten 
en oppervlakten zijn afkomstig van het CBS (zie bijlage 4). Aannemende dat het gaat om de 
blootstelling in het zomerhalfjaar, zijn in tabel 4.1 vervolgens de I, H en F- scores ingevuld 
afkomstig uit tabel Bijlage 2.2a. 
Incidentele meetprogramma's wijzen erop dat er bestrijdingsmiddelen in het oppervlaktewa-
ter terecht komen; door de veelheid van bespuitingen en middelen is het echter haast onmo-
gelijk om een allesomvattend beeld te verkrijgen. Bioassays zouden in het betreffende gebied 
op twee manieren bij kunnen dragen: de uitkomsten zouden indicaties kunnen geven voor de 
aanwezigheid van bestrijdingsmiddelen. Er bestaat behoefte aan monitoring en aan het toet-
sen van de effectiviteit van de maatregelen. Daarnaast kunnen duidelijke effecten in de bioas-
says een bijdrage leveren aan de communicatie met de telers. In het verleden is een experi-
menteel onderzoek uitgevoerd in dezelfde polder naar de effecten op watervlooien van be-
paalde bespuitingen; hierbij is echter niet vooraf vastgesteld of effecten waren te verwachten. 
Het vooraf doorlopen van de specificatie lijkt derhalve zeer zinvol. 
Stap 2: Specificatie 
Stap 2.1 : Gebiedsbeschrijving 
Een gebiedsbeschrijving wordt gegeven in bijlage 5. Voor de selectie van de concrete mon-
sterlocaties is een kaart toegevoegd waarop de watergangen zijn ingetekend. De waterstro-
ming in het betreffende gebied is in principe duidelijk; er is één hoofdgemaal en één inlaat-
punt. 
Stap 2.2: Gewaskeuze (Stroomschema 2a) 
In het gebied worden voornamelijk bloembollen geteeld, maar ook bloemen. De areaal gege-
vens zijn ontleend aan de CBS landbouwdatabank (zie bijlage 5). Hierbij zijn de gegevens 
voor de gemeente Noordwijkerhout genomen. De gewassen met het grootste areaal zijn op-
genomen in Tabel 4.3. Bovendien komt er in het gebied ook glastuinbouw voor. Uit de CBS-
gegevens is echter niet voldoende gespecificeerd te achterhalen om welke glastuinbouwge-
wassen het hier gaat, zodat niet is aan te geven welke middelen in het oppervlaktewater mo-
gen worden verwacht. De glastuinbouwgewassen konden derhalve niet worden opgenomen. 
Het verdient aanbeveling om, als men een bepaald gebied wil onderzoeken, gedetailleerder na 
te gaan welke teelten hier plaatsvinden. 
Het experiment is uitgevoerd voor week 36; in het gebied waren echter voornamelijk braak-
liggende percelen aanwezig, zodat het zeer de vraag is in hoeverre hier nog "zomer" bespui-
tingen plaatsvonden; 1999 was een relatief warm jaar, waardoor de meeste gewassen eerder 
waren geoogst dan in andere jaren. Om deze reden is toch de belasting van het winterhalfjaar 
gekozen en zijn in tabel 4.3 vervolgens de I, H en F- scores ingevuld afkomstig uit tabel Bij-
lage 2.2b. Als vergelijking is ook het zomerhalfjaar doorgerekend. Hieruit blijkt dat de ver-
schillende bolgewassen in het zomerhalfjaar tot hoge scores aanleiding geven (zie tabel Bij-
lage 2.2a). Hieruit wordt geconcludeerd dat het in het betreffende gebied veel zinvoller is om 
de bioassays eerder in het seizoen, tijdens de teeltfase, in te zetten. 
Stap 2.3: Bepaling van het type effect dat mag worden verwacht (Stroomschema 2b). 
Voor elk der gewassen is een "areaal gecorrigeerde" I-, H- en F-score berekend door de in 
Tabel 4.3 opgenomen score te vermenigvuldigen met de areaalfractie (gewas areaal/totaal 
gewasareaal). Deze zijn weergegeven in Tabel 4.4. Voor elk gewas is tevens de hoogste van 
de 3 gecorrigeerde (I-, H- en F-) score (de "groepsscore") in Tabel 4.4 aangegeven. 
Stap 2.4: Keuze van het bioassay (Stroomschema 2c). 
De I-, H- en F-score van het gebied is bepaald door de areaal gecorrigeerde scores voor de 
verschillende gewassen bij elkaar op te tellen. De totalen zijn onderaan Tabel 4.4 weergege-
ven. 
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Tabel 4.3 Overzicht van de belangrijkste gewassen in de regio en hun scores voor de 
"winter" toepassingen; cursief staan de getallen voor het zomerseizoen weer-
gegeven I-, H-, F-score en stofgroep zijn voor elk gewas ontleend aan de "Sco-











































beschreven gebied voor de winter toepassingen; cursief staan de scores voor de 
zomer toepassingen weergegeven. 





































Uit tabel 4.2 blijkt dat alle scores in het winterseizoen ver onder de 500 blijven. Daarom zou 
op basis van deze benadering zijn besloten dat het inzetten van een veldbioassay in het win-
terseizoen niet zinvol is. In het zomerseizoen worden er heel andere scores gevonden. Voor 
de insecticiden is de score ver boven de 500 punten. Een bioassay met watervlooien lijkt dan 
ook in het zomerseizoen zeer zinvol. De Herbicide score is in het zomerseizoen gelijk aan 0, 
en ook de Fungicide score is maar net boven de 500 punten. Het uitvoeren van een bioassay 
met kroos lijkt dan ook niet zinvol. 
Stap 3: Uitvoering van de bioassays. 
Het uitvoeren van de bioassays in de Hogeveense polder had als voornaamste doel het uittes-
ten van de toepasbaarheid; daarom zijn de bioassays hier uitgevoerd op een moment dat er 
niet veel middelen meer werden gebruikt. Uit de fysisch-chemische metingen (Bijlage 5.6) 
blijkt dat de omstandigheden zich binnen de marges van de toets bevinden. Eén monsterpunt 
in het referentie gebied betrof een uitzonderlijk "mooie" geïsoleerde en nutriëntarme sloot 
(sloot 3, zie bijlage 5). In deze sloot waren ook de nutriëntengehalten relatief laag. Hoewel de 
waarden zich binnen de marges van de toets bevonden bestond hier de indruk dat er door de 
lage nutriëntengehalten weinig algengroei was, en daarmee weinig voedsel voor de water-
vlooien. Mogelijk vormt dit een verklaring voor de hoge sterfte op dit punt. 
Bij de uitvoering van de bioassays deden zich tal van praktische problemen voor (zie bijlage 
5), die onder andere een negatieve invloed hadden op de gevoeligheid van de toets. Ondanks 
dat de monsterpunten op plaatsen lagen, die in principe niet openbaar toegankelijk waren, 
waren er toch enkele kroosopstellingen vernield of onder water getrokken. Daarnaast bleek 
de gebruikte constructie voor de watervlooien potten gaten te bevatten, zodat er in de potjes 
soms veel andere organismen werden aangetroffen, en er waarschijnlijk ook watervlooien 
zijn ontsnapt. Bij de kroosbioassays bleek dat er veel kroos van buiten in de bakjes terecht 
kwam. Naar aanleiding hiervan zijn de opstellingen en de protocollen aangepast en zijn de 
aangepaste opstellingen toegepast in het tweede experiment in de Haarlemmermeerpolder. 
Stap 4: Interpretatie van de resultaten; Identificatie belangrijkste stofgroep (stroom-
schema 3). 
Uit de resultaten (zie bijlage 5) blijkt dat er bij de watervlooien in de referentie gemiddeld 
meer dan 30% sterfte optreedt (gemiddeld 40%). Dit betekent dat de toets in principe niet 
geldig is. Volgens tabel 3.6 is er alleen op monsterpunten met meer dan 50% sterfte een indi-
catief effect. Dit is op twee monsterpunten het geval. In de procedure zou dit aanleiding vor-
men om de toets te herhalen. 
Ook bij de kroostoets blijft de groei gemiddeld onder de 0,1 (nl. 0,04/dag). Ook als de cor-
rectie voor de temperatuur wordt toegepast (er is een gemiddelde temperatuur van 18°C aan-
genomen), is de gemiddelde groei in de referenties (0,065) nog te laag. Gezien het vermoeden 
dat er grote hoeveelheden kroos in en uit de potjes is gegaan, ligt de oorzaak hiervan waar-
schijnlijk in de proefopstelling. Volgens de procedure kan de toets dus slechts indicaties op-
leveren. Op twee monsterpunten is de groei 10% lager dan de groei in de referenties. Dit zou 
in de procedure de aanbeveling opleveren om de toets te herhalen. 
Vanwege het oriënterende karakter zijn er op de monsterpunten toch watermonsters geanaly-
seerd op een pakket aan bestrijdingsmiddelen. Hieruit blijkt dat er regelmatig middelen wor-
den aangetroffen, in het geval van de insecticiden pirimicarb en propoxur zelfs in resp. 2 en 1 
monsterpunt boven hun MTR. Dit zijn overigens niet de monsterpunten waar een indicatie 
van een effect werd verkregen. Opvallend is dat het meest aangetroffen middel (DEET) ge-
bruikt wordt op vee tegen parasieten. Uit de gevolgde procedure zou dit middel niet naar vo-
ren zijn gekomen. Gezien de toxiciteit van het middel zijn effecten in de bioassays van dit 
middel niet te verwachten. Voor wat betreft de kroostoets is er op de punten waar indicaties 
voor een effect zijn verkregen geen verhoogd gehalte aan herbiciden gevonden. 
4.2.2 Haarlemmermeerpolder 
Stap 1: Doelbepaling (Stroomschema 1) 
De Haarlemmermeerpolder is een grootschalig akkerbouwgebied, waar bestrijdingsmidde-
lengebruik over grote oppervlakten plaatsvindt. Men heeft de indruk dat de belasting van het 
oppervlaktewater met bestrijdingsmiddelen meevalt. Bioassays kunnen hier indicaties geven 
of dit inderdaad het geval is. Om te bezien of bioassays inderdaad zinvol zijn wordt het stap-
penplan doorlopen. Daarnaast speelde hier voor dit onderzoek het doel dat uitgeprobeerd 
moest worden of de aanpassingen aan de bioassays effectief zijn geweest. Daarom zijn beide 
bioassays, ongeacht de uitkomst van het stappenplan, toch uitgevoerd. 
Stap 2: Specificatie 
Stap 2.1: Gebiedsbeschrijving 
Een gebiedsbeschrijving wordt gegeven in bijlage 5. Voor de selectie van de concrete mon-
sterlocaties is een kaart toegevoegd waarop de watergangen zijn ingetekend. De waterstro-
ming in het betreffende gebied is in principe erg overzichtelijk, de inlaat vindt plaats vanuit 
de oostzijde; het water wordt weggemalen naar de hoofdvaart. 
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Stap 2.2: Gewaskeuze (Stroomschema 2a) 
De aanpak is analoog aan de vorige twee voorbeelden; hier worden alleen de resultaten (tabel 
4.5) gegeven. 
Stap 2.3: Bepaling van het type effect dat mag worden verwacht (Stroomschema Ib). 
Zie bij 4.2.1. Voor de resultaten zie tabel 4.6. 
Tabel 4.5 Overzicht van de belangrijkste gewassen in de regio en hun scores voor de 
"winter" toepassingen; cursief staan de getallen voor het zomerseizoen weer-
gegeven; voor de teelten onder glas is de score voor winter en zomer seizoen 
gelijk; I-, H-, F-score en stofgroep zijn voor elk gewas ontleend aan de "Sco-
relijst voor gewassen" (bijlage 2.2). 
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Tabel 4.6 Areaalgecorrigeerde I-, H- en F-scores voor de afzonderlijke stoffen in het 
beschreven gebied voor de winter toepassingen; cursief staan de scores voor de 


























































Stap 2.4: Keuze van het bioassay (Stroomschema 2c). 
De I-, H- en F-score van het gebied is bepaald door de areaal gecorrigeerde scores voor de 
verschillende gewassen bij elkaar op te tellen. De totalen zijn onderaan Tabel 4.6 weergege-
ven. Uit de uitkomsten blijkt dat vanwege de hoge score bij de potplanten een bioassay met 
kroos ook in het "winterseizoen" zinvol wordt geacht. Hierbij moet bedacht worden dat er in 
dit seizoen dus geen indruk wordt verkregen van de effecten van de grootschalige akkerbouw, 
maar de vraag zich specifiek op de effecten van één, kleinschalige teelt gaat richten. Een te-
rugkoppeling naar de doelstelling laat dan zien dat het uitvoeren van bioassays in het "winter-
seizoen" voor het beantwoorden aan de doelstelling weinig zinvol is. Uit tabel 4.6 blijkt te-
vens dat er in het zomerseizoen wel effecten in beide typen bioassay verwacht mogen wor-
den. 
Stap 3: Uitvoering van de bioassays. 
Omdat het uitvoeren van de bioassays een ander doel had, namelijk het testen van de effecten 
van de aanpassingen, zijn toch op alle punten beide bioassays uitgevoerd. Uit de fysisch che-
mische metingen (Bijlage 5.6) blijkt dat de omstandigheden zich binnen de marges van de 
toets bevinden, met uitzondering van een punt (7), waar het fosfaatgehalte beneden de grens 
van de toets valt. Gezien de grote spreiding in de uitkomsten van de kroostoets, is niet duide-
lijk of dit tot een effect in de bioassay heeft geleid. 
Voor wat betreft de uitkomsten van de bioassays moet worden opgemerkt dat de watervlooi-
entoets goed functioneerde. De sterfte was in het algemeen gering; op één punt trad 100% 
sterfte op, wat duidt op een effect. De verbeterde opstelling had tot effect dat er geen andere 
organismen meer en de potten terecht kwamen en er (waarschijnlijk) ook geen watervlooien 
meer ontsnapten. Het protocol is op dit punt gehandhaafd. 
Ook bij de kroostoets was de opstelling verbeterd, en hierdoor was er minder verstoring door 
verdwijnen of toevoer van kroos van buiten de bioassay (zie bijlage 5). De resultaten verto-
nen echter nog steeds een grote spreiding. De toets dient dan ook nog nader uitgetest te wor-
den. 
Stap 4: Interpretatie van de resultaten; Identificatie belangrijkste stofgroep (stroom-
schema 3). 
Voor wat betreft de kroostoets geldt dat de gemiddelde groei in de referentie slechts 0,03 
was, waarmee de toets niet geldig is. Het late tijdstip in het seizoen is hiervan waarschijnlijk 
de oorzaak. Er is een aantal blootgestelde punten waar de groei meer dan 10% lager is dan in 
de referenties. Volgens de procedure zou dit aanleiding vormen om de toets te herhalen. Uit 
de bestrijdingsmiddelen bepalingen blijkt geen duidelijke correlatie tussen de aanwezigheid 
van middelen en de verlaagde groeisnelheid. 
De gemiddelde sterfte van watervlooien op de referentiepunten is 20%. Dit betekent dat de 
toets in principe geldig is en een sterfte van meer dan 20% in een blootgestelde bioassay in 
principe als een effect wordt gekenmerkt. Dit is op twee monsterpunten het geval. Aangezien 
dit minder dan 30% van de blootgestelde monsterpunten is, zou dit aanleiding geven om de 
toets te herhalen. Vanwege het oriënterende karakter zijn toch watermonsters geanalyseerd op 
een pakket aan bestrijdingsmiddelen. Hieruit blijkt dat er regelmatig middelen worden aan-
getroffen, in het geval van twee insecticiden (pirimicarb en mevinfos zelfs resp. op 2 en 1 
monterpunt(en) boven hun MTR. Op het punt waar de het hoogste gehalte pirimicarb werd 
aangetroffen trad 100% sterfte van de watervlooien op. Op de andere twee punten met een 
overschrijding van het MTR werd echter een zeer geringe sterfte gevonden. De uitkomsten 
geven een duidelijke indicatie dat de bioassay werkt om de effecten van een hoge concentra-
tie van een insecticide aan te tonen. 
4.3 Praktijkervaringen 
In bijlagen 5 t/m 8 worden verschillende praktijkervaringen beschreven. Het algemene beeld 
hieruit wordt hieronder samengevat weergegeven. De praktijkervaringen hebben voorname-
lijk betrekking op de watervlooientoets. De kroostoets is alleen binnen het huidige project 
uitgevoerd. Hierop wordt apart teruggekomen. 
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Uit de verschillende praktijkervaringen kan worden geconcludeerd dat de watervlooientoets 
voor wat betreft de technische uitvoering in het algemeen nauwelijks problemen oplevert. 
Wanneer gezonde watervlooien worden genomen, en er enige ervaring is opgedaan met het 
inzetten, is de overleving van de watervlooien op onbelaste monsterpunten in het algemeen 
zeer hoog (altijd groter of gelijk aan 70%, vaak 100%). In een aantal gevallen worden duide-
lijke resultaten gevonden en kan een eenduidige correlatie met bestrijdingsmiddelen worden 
gelegd. In een aantal gevallen is dit niet zo duidelijk. Het probleem is dan dat de uitkomsten 
van de bioassay niet aan de verwachting voldoen, of niet direct aan bestrijdingsmiddelen 
kunnen worden gekoppeld. Vaak concludeert met dan dat de toets onbruikbaar is. In de prak-
tijk komen er twee omstandigheden voor: 
1. de toets geeft geen effect te zien, terwijl dit wel werd verwacht. Vaak is in dit geval 
niet goed vooraf gekeken of er in de betreffende periode middelen worden gebruikt 
die tot effecten in de bioassay aanleiding zouden kunnen geven. De toepassing van het 
stappenplan zou hier een belangrijke bijdrage kunnen leveren. Ook herhalingen in de 
tijd kunnen de kans op foute interpretaties, bijvoorbeeld door toevallige weersomstan-
digheden, verkleinen. Ook is het van belang om hier goed te onderzoek of er daad-
werkelijk blootstelling plaatsvindt. 
2. de toets geeft een effect te zien, terwijl dit niet werd verwacht. Een dergelijke uit-
komst (mits niet eenmalig) dient nu juist aanleiding te vormen om op zoek te gaan 
naar de oorzaken. Hiertoe kan worden begonnen met het doorlopen van het stappen-
plan, inclusief eventuele chemische metingen. Mocht dit niet tot resultaat leiden, dan 
zal verder onderzoek noodzakelijk zijn, waarbij bijvoorbeeld gedacht kan worden aan 
andere middelen, of bijvoorbeeld combinatietoxiciteit. Als dit alles niet het geval lijkt 
te zijn, kan nog worden nagegaan of er wellicht aanwijzingen zijn voor andere bron-
nen zoals lozingen of illegaal gebruik. 
Voor wat betreft de kroosbioassay is er vooral ervaring met laboratoriumtoetsen en met en-
kele proefveld- en mesocosmexperimenten (STOWA, 1997b, Lahr et al, 1998, De Jong & 
Bergema, 1995). Deze gegevens laten zien dat kroos in principe gevoelig is voor een aantal 
herbiciden. De enige ervaringen met de kroostoets als veldtoets zijn opgedaan in het onder-
havige project (zie bijlage 5). Uit deze ervaringen blijkt echter vooralsnog dat de toets te on-
gevoelig lijkt om in het veld effecten van herbiciden aan te kunnen tonen. Daarom wordt 
voorlopig het uitvoeren van een kroostoets nog niet aanbevolen. 
5. DISCUSSIE, CONCLUSIES EN AANBEVELINGEN 
5.1 Discussie 
Stappenplan 
De gepresenteerde methodiek geeft een leidraad bij de keuze van het geschikte type bioassay 
en bij de selectie van bestrijdingsmiddelen waarvoor chemische analyse in oppervlaktewater 
zinvol is. Gezien de breedte van het middelenpakket dat tegenwoordig in de landbouw wordt 
toegepast is het niet eenvoudig om tot algemeen geldende uitspraken te komen. Het is dan 
ook moeilijk om te voorspellen of de methode in alle gevallen tot succes zal leiden. Onder-
staand worden een aantal beperkingen met mogelijke oplossingen besproken. 
Schaalgrootte 
Hoe kleiner het gebied dat afwatert op het onderzochte oppervlaktewater, des te duidelijker is 
het verband tussen geteelde gewassen, middelengebruik en de aard en omvang van de veront-
reinigingen die in het water worden aangetroffen. Tevens geldt dat hoe dichter bij de bron 
van de verontreiniging een bioassay wordt uitgevoerd, des te duidelijker het verband tussen 
verontreiniging en het optredende effect zal zijn. De gepresenteerde methodiek gaat echter uit 
van een verband tussen gewassen en gebruikte bestrijdingsmiddelen dat is gebaseerd op lan-
delijke gemiddelden. Op lokale schaal kan hiervan sterk worden afgeweken, bijv. doordat 
agrariërs andere werkzame stoffen gebruiken dan algemeen gebruikelijk. Dit leidt er toe dat 
in de kleinste oppervlaktewateren (kavelsloten) wellicht andere stoffen voor zullen komen 
dan op basis van de landelijke verbruikscijfers wordt verwacht. Gezien de diversiteit van 
vooral nieuwe bestrijdingsmiddelen die de laatste jaren op de markt zijn gekomen is de kans 
dat de gebruikte stof niet in de aangewezen stofgroep valt aanzienlijk. 
Dit probleem is te ondervangen door rekening te houden met de grootte van het afwaterings-
gebied. Hoe groter het gebied, des te meer zal het gebruik van bestrijdingsmiddelen in het 
gebied overeenkomen met het gemiddelde landelijke verbruik. Een andere mogelijkheid om 
te voorkomen dat op de verkeerde stofgroepen wordt geanalyseerd is om een analysepakket 
te kiezen dat zo breed mogelijk is. Verschillende commerciële laboratoria bieden dergelijke 
pakketten aan, waarbij naast de kwantitatieve analyse op een breed scala aan stoffen wordt 
"gescreend", wat meestal inhoudt dat er een minder nauwkeurige kwantitatieve analyse 
plaatsvindt. Dergelijke analysepakketten worden van tijd tot tijd bijgesteld, waarbij de mid-
delen uit de screeningslijst die geregeld in de monsters worden aangetroffen in het kwantita-
tieve analysepakket worden opgenomen, en middelen die niet of nauwelijks worden aange-
troffen naar de screeningslijst worden gezet of geheel worden afgevoerd. 
In het geval men juist geïnteresseerd is in een specifieke toepassing, is het stappenplan als 
geheel minder toepasbaar. Men komt dan terecht in doelstelling lb (zie stroomschema 1), 
waarbij slechts gedeelten van het stappenplan worden doorlopen en waarbij direct moet wor-
den nagegaan of er effecten van de gebruikte middelen mogen worden verwacht. 
Emissieroutes 
Een andere beperking van de methode komt voort uit het gegeven dat de enige emissieroute 
die in de berekeningen is meegenomen het overwaaien van spuitnevel is. Andere routes die in 
praktijk wezenlijk bij kunnen dragen aan de totale belasting van oppervlaktewater, zoals op-
pervlakkige afspoeling en laterale uitspoeling (al dan niet via drainagebuizen) zijn verwaar-
loosd. Het gevolg hiervan is dat de kans op aanwezigheid in oppervlaktewater enigszins zal 
zijn onderschat voor stoffen met lage sorptie aan organisch materiaal en hoge wateroplos-
baarheid. 
Middelenpakket 
Daarnaast is de gehele analyse gebaseerd op verbruiksgegevens van bestrijdingsmiddelen uit 
1995. Derhalve zijn stoffen die later dan 1995 zijn toegelaten niet in de berekeningen betrok-
ken, en komen ook niet op de stoflijsten voor. 
Grenzen voor uitvoering bioassays 
De score waarbij wordt besloten om een bepaald type toets uit te voeren is gelegd bij een 
grens van 500 punten. Dit geldt eveneens voor de beslissing om tot chemische analyse van 
een stofgroep over te gaan. Een score van 1000 punten is equivalent aan de aanwezigheid van 
een stofconcentratie die 50% acuut effect veroorzaakt bij het gevoeligste toetsorganisme. De 
grens van 500 punten komt dan ook overeen met de aanwezigheid van 0,5 LC50 of EC50. Of 
de effecten die door deze concentratie worden veroorzaakt ook daadwerkelijk van de "achter-
grondruis" kunnen worden onderscheiden hangt van diverse factoren af, zoals (variatie in) de 
natuurlijke omstandigheden, de ervaring van degene die de toets uitvoert etc. De 500-punten 
grens zal wellicht op basis van in de praktijk opgedane ervaring kunnen worden bijgesteld, 
waarbij het bijv. ook mogelijk is om de "kritische grens" voor de 2 bioassays verschillend te 
leggen. 
Een ander probleem is dat de punten voor de kroostoets gebaseerd zijn op toxiciteitsproeven 
met algen. Uit de literatuur (o.a. Grossman et al, 1992, STOWA, 1997b, Lahr et al, 1998) 
blijkt echter dat de toxiciteit voor beide soorten lang niet altijd overeenkomt. Het kan dus zijn 
dat er op basis van deze data ten onrechte wordt aanbevolen de toets wel of niet uit te voeren. 
Bioassay methode 
Watervlooienbioassay 
Voor wat betreft de watervlooientoets bestaat er naast de methode met de "omgekeerde gla-
zen pot" ook een geavanceerdere opstelling: de Biokorf (Kamps-Mulder, 1999). De glazen 
potten worden door een aantal waterschappen toegepast voor het bepalen van de overleving 
en de reproductie na 1 week; de biokorf methode is door het RIZA ontwikkeld en vooral ook 
geschikt voor het volgen van populaties. Voor wat betreft de acute effecten op watervlooien 
na één week worden er geen significante verschillen tussen de beide methoden gevonden 
(STOWA, 1997b). Echter in situaties waar er sprake was van een geringe verontreiniging zijn 
er wel aanwijzingen dat de blootstelling in de biokorf beter is (mond. med. R. Kamps-
Mulder, REA). Om praktische redenen wordt het gebruik van de glazen potten aanbevolen. 
Kroosbioassav 
De kroostoets is nog veel minder ver ontwikkeld voor wat betreft de toepassing als veldtoets 
dan de watervlooientoets. In het laboratorium, onder optimale groeiomstandigheden, is de 
toets gevoelig voor een aantal herbiciden, voor een aantal herbiciden ook voor gehalten zoals 
die in het veld verwacht mogen worden (zie STOWA, in voorbereiding). Onder suboptimale 
groeiomstandigheden, zoals in het veld op zullen treden blijkt de toets in het laboratorium 
echter minder gevoelig. Bij de uitgevoerde veldexperimenten was er nog een grote spreiding 
in groei. Een mogelijk probleem is, dat de groei een continue variabele is, die wordt beïn-
vloed door een scala aan factoren. Bij de watervlooien gaat het in eerste instantie om het al 
dan niet overleven. Een watervlo die een weeklang suboptimale omstandigheden overleeft, 
telt volledig mee. In het geval van de kroostoets vindt hier al een groot effect op de effectva-
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nabele plaats. De uitdaging bij het ontwikkelen van een herbiciden toets is dan ook een toets 
te ontwikkelen die bijzonder gevoelig is voor herbiciden, maar relatief ongevoelig voor ande-
re factoren. De voorlopige resultaten van de kroostoets laten nog veel vragen open. De ge-
hanteerde methodiek kan echter ook op andere plantensoorten worden toegepast. 
Interpretatie van effecten in de bioassays 
In het geval dat er in een bioassay effecten zijn geconstateerd bestaat de eerste actie uit che-
mische analyse van het simultaan verzamelde oppervlaktewater. Hierbij zal de nadruk liggen 
op de stofgroepen die volgens de beschreven methodiek zijn geselecteerd. Voor een bespre-
king van enkele aspecten van de chemische analyse methoden zie bijlage 2.4. 
Om een indruk te krijgen of de aangetroffen concentraties van bestrijdingsmiddelen verant-
woordelijk zijn voor de opgetreden effecten kan een eenvoudige schatting worden gehan-
teerd. De methode baseert zich op beschikbaarheid van effectconcentraties (EC50 voor sterfte 
van watervlooien en voor de kroostoets) van de onderzochte bestrijdingsmiddelen. 
Voor het organisme (watervlo of kroos) waarvoor effecten zijn geconstateerd wordt de con-
centratie van elk bestrijdingsmiddel omgerekend naar "Toxic Units" door de aangetroffen 
concentratie te delen door de effectconcentratie voor het betreffende organisme (bijv. de 
EC50 waarbij 50% effect optreedt): 
TUs,of = Concst0f / EC50stOf 
De EC50stOf en de aangetroffen concentratie (Concstof) dienen hierbij in dezelfde eenheden 
(bijv. n,g 1"') te worden uitgedrukt. 
Nadat voor elk der aanwezige bestrijdingsmiddelen de concentratie op basis van "Toxic 
Units" is berekend kan de giftigheid van het oppervlaktewater voor het organisme worden 
geschat door de Toxic Units voor alle stoffen bij elkaar op te tellen. Indien de som van de 
concentraties van alle bestrijdingsmiddelen 1 TU benadert (of hoger is) is het zeer aanneme-
lijk dat de geconstateerde effecten zijn te wijten aan de aanwezigheid van de betreffende be-
strijdingsmiddelen. Bij 0,1 - 1 TU kan het effect van bestrijdingsmiddelen-stress niet uitge-
sloten worden, maar zal de storende invloed van andere stress-factoren relatief groter zijn. 
Voor het uitvoeren van deze schatting zijn effectconcentraties (bijv. EC50) voor de watervlo 
en kroos van alle toegelaten bestrijdingsmiddelen nodig. Het verzamelen en rapporteren van 
deze gegevens valt echter buiten het kader van dit project. Wellicht dat deze gegevens in een 
later stadium kunnen worden verzameld om deze schatting mogelijk te maken. 
5.2 Conclusies 
Er is een richtlijn opgesteld voor de waterkwaliteitsbeheerders voor het toepassen van veld-
bioassays voor het aantonen van bestrijdingsmiddelen in oppervlaktewater. 
Het is gewenst om vooraf het doel waarvoor de bioassays worden ingezet duidelijk te om-
schrijven. Het al dan niet aantreffen van een effect in de bioassays kan dan altijd (mits andere 
oorzaken dan bestrijdingsmiddelen zijn uitgesloten) worden geïnterpreteerd in relatie tot het 
vooraf gestelde doel. 
Op basis van gegevens van het grondgebruik kan a-priori worden aangegeven in hoeverre het 
zinvol is om een veldbioassay met watervlooien of met kroos uit te voeren. 
Op basis van dezelfde gegevens, aangevuld met gegevens uit het stappenplan, kan worden 
aangegeven welke groepen van middelen waarschijnlijk verantwoordelijk zijn voor een op-
getreden effect. 
De veldbioassay met watervlooien is een bruikbaar instrument voor het traceren van de aan-
wezigheid van een aantal bestrijdingsmiddelen in oppervlaktewater. Het betreft met name 
bestrijdingsmiddelen uit de groep van de insecticiden. 
Voor de kroostoets is op dit moment de gevoeligheid voor bestrijdingsmiddelen nog niet vol-
doende aangetoond om het op grote schaal toepassen van deze toets aan te bevelen. 
Uit de praktijkervaringen met de watervlooientoets blijkt dat in het algemeen de praktische 
uitvoering met weinig problemen verloopt. Over het algemeen wordt op onbelaste punten een 
hoge overleving gevonden. De problemen die optreden zijn vooral het ontbreken van effecten 
op punten waar wel werd verwacht, of het optreden van effecten waar dit niet werd verwacht. 
Meestal is in deze gevallen de verwachting vooraf niet voldoende gespecificeerd, dat wil 
zeggen dat soms onvoldoende is gekeken of de middelen waar het om gaat in de betreffende 
periode we daadwerkelijk worden toegepast, of dat soms niet is nagegaan of er van het betref-
fende middel überhaupt effecten op watervlooien mogen worden verwacht. Het doorlopen 
van het stappenplan kan hierbij dus een belangrijke verbetering vormen, zodat de toets effec-
tiever kan worden ingezet, dan wel voorkomen kan worden dat toetsen onnodig worden uit-
gevoerd. 
5.3 Aanbevelingen 
Het is de verwachting dat bij het structureel doorlopen van het stappenplan het aantal uitge-
voerde veldbioassays waarbij wordt geconcludeerd dat de toets niet werkt wegens onver-
wachte effecten sterk zal afnemen. Het is gewenst om de richtlijn in de praktijk enkele jaren 
toe te gaan passen en jaarlijks te evalueren en eventueel aan te passen. Daarom is tegelijker-
tijd met de richtlijn een opzet voor een evaluatie-formulier gemaakt (bijlage 2.3), waarbij de 
verschillende gebruikers bij het uitvoeren hun ervaringen weer kunnen geven. Hierdoor ont-
staat de mogelijkheid om de richtlijn na gebruik bij meerdere waterkwaliteitsbeheerders te 
evalueren en zo nodig bij te stellen. 
Op dit moment is als veldbioassay alleen de watervlooientoets beschikbaar. De kroostoets is 
nog in ontwikkeling, maar lijkt vooralsnog niet gevoelig genoeg voor het aantonen van de te 
verwachten gehalten aan bestrijdingsmiddelen. Mocht de kroostoets niet tot een bruikbare 
toets kunnen worden ontwikkeld zou een toets met andere hogere waterplanten kunnen wor-
den overwogen. Deze moet dan wel eerst tot een praktijktoets worden uitgewerkt. Een toets 
voor fungiciden ontbreekt volledig. Aangezien fungiciden in Nederland voor wat betreft de 
kilogrammen actieve stof verreweg het meest worden gebruikt verdient het aanbeveling om 
de mogelijkheden voor een fungicidentoets te verkennen. 
De gegevens afkomstig uit het stappenplan zouden moeten worden aangepast aan de actuele 
situatie. Gegevens over het gebruik van bestrijdingmiddelen zijn inmiddels ook voor 1998 bij 
het CBS aanwezig. 
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Bijlage 1 Workshop "Het gebruik van bioassays in het waterkwaliteitsbeheer". 
11 mei 2000; Apeldoorn 
Programma 
Ochtend: 
Opening door dagvoorzitter Rob van Gerve (Zuiveringsschap Rivierenland). 
1. Een voorbeeld van een geslaagde toepassing van veldbioassays. 
Spreker: Peter Florijn (Hoogheemraadschap van Delfland) 
2. Overzicht beschikbare technieken. 
Ria Kamps (RIZA) 
3. Ontwikkelingen in beleid en normstelling. 
Spreker: Kees van de Guchte (RIZA) 
4. Praktijkervaringen. 
Een richtlijn voor de uitvoering van veldbioassays in oppervlaktewater 
Spreker: Frank de Jong (CML) 
Integrale waterkwaliteitsbewaking ten behoeve van de drinkwaterbereiding. 
Spreker: Corina Carpentier (KIWA) 
Bioassays in het regionale waterbeheer: een vraag-gestuurde inzet. 
Spreker: Jaap Postma (Aquasense) 
Middag: 
- Inleiding door dagvoorzitter: tegengestelde resultaten/ervaringen 
waterkwaliteitsbeheerders. 
Discussie groepen: 
1- Richtlijn voor het uitvoeren van veldbioassays. Relatie met de praktijk (wensen en 
aanmerkingen) 
2. Hoe past de bioassay binnen TRIADE benadering? Wat te doen als de bioassay 
afwijkt van de chemische uitkomst? 
3. Effluent bio-assays 
4. Wat zijn de kosten t.o.v. de kwaliteit van de informatie die verkregen wordt uit bio-
assays? 
Plenaire slotsessie: 
Dagvoorzitter presenteert de uitkomsten van de discussiegroepen en focust op: Wat doen we 
ermee, welke behoefte is er nog meer? 
Bijlage 2.1 Gevolgde werkwijze voor het berekenen van de toxiciteitsscores van de ver-
schillende gewassen 
1- Hoogte van de belasting 
Tijdens toepassing kunnen bestrijdingsmiddelen via een aantal routes in het oppervlaktewater 
terecht komen. Voor landbouwkundige toepassingen zijn vooral drift (het verwaaien van 
druppeltjes spuitvloeistof), uitspoeling (al dan niet via drains), afspoeling (bij hevige regenval 
kort na toepassing van het middel) en atmosferische depositie van verdampt bestrijdingsmid-
del van belang. Voor acute belasting van het oppervlaktewater is vooral drift van belang, daar 
dit tijdens het gebruik van het middel direct tot relatief hoge concentraties van het bestrij-
dingsmiddel in het oppervlaktewater kan leiden. De andere routes kunnen vooral voor chroni-
sche belasting van het oppervlaktewater met relatief lage concentraties een rol spelen. Ade-
quate methoden om de blootstelling ten gevolge van andere emissie-routes in oppervlaktewa-
ter te schatten zijn nog in ontwikkeling, en zijn daarom buiten beschouwing gelaten. 
De mate waarin drift optreedt wordt in het Informatie Systeem Bestrijdingsmiddelen (ISBEST 
versie 3.0; Smidt et al., in voorbereiding), samen met informatie omtrent het verbruik van 
bestrijdingsmiddelen in de verschillende landbouwkundige gewassen, gebruikt om een belas-
ting van het oppervlaktewater (in kg) uit te rekenen. De berekeningen zijn gebaseerd op lan-
delijke verbruikscijfers van 1995 (CBS, 1997: Gewasbescherming in de land- en tuinbouw, 
1995; LEI: Informatie uit het Bedrijven Informatie Net voor het jaar 1995; gegevens omtrent 
natte grondontsmetting zijn ontleend aan de Plantenziektekundige Dienst: Regulering Grond 
Ontsmetting 1995), en areaal gegevens van 1995 (CBS landbouwtelling 1995). De driftper-
centages die in ISBEST 3.0 worden gehanteerd zijn weergegeven in Tabel B2.1. Deze per-
centages zijn ontleend aan een literatuurstudie van het IMAG-DLO (van de Zande, 1997) en 
komen grotendeels overeen met de percentages zoals die in 1997 door het CTB werden ge-
hanteerd (Van Vliet en Tas, 1996, zie tabel B2.1 ). 
Omdat uitsluitend nationale verbruikscijfers van bestrijdingsmiddelen bekend zijn worden bij 
de berekeningen voor regionale/provinciale gebieden de nationale gemiddelden van het ge-
bruik van werkzame stoffen in de verschillende gewassen gehanteerd. In combinatie met in-
formatie omtrent de gewassen die in een gebied worden verbouwd geeft dit een schatting van 
het verbruik aan bestrijdingsmiddelen in dat gebied. Via drifttabellen en gegevens omtrent 
land/water-verhoudingen wordt het verbruik vervolgens omgerekend naar een te verwachten 
concentratie van het bestrijdingsmiddel in het oppervlaktewater. 
Door gebruik te maken van ISBEST 3.0 kan op deze wijze voor de gewassen die in een regio 
worden geteeld een overzicht worden gegenereerd van de stoffen waarvan het waarschijnlijk 
is dat ze in het oppervlaktewater terecht komen. 
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Tabel B2.1 Driftpercentages gehanteerd in deze studie (ontleend aan ISBEST 3.0) en zoals 






































































 Van de Zande et al., 1997. 
"Van Vliet en Tas, 1996. 
c
 Vanaf 1-1-2000 is het in de volveldsteelten mogelijk om het gebruik van emissiereducerende maatregelen in de 
driftpercentages tot uiting te laten komen. Percentages zijn ontleend aan Staatscourant 153, 14 augustus 1998. 
d
 Volveldsteelten zijn de sectoren akkerbouw, groenten open grond en bloembollen. 
c
 Hogere emissie door het ontbreken van windhaag voor 1 mei. 
' Voor de berekeningen in dit rapport is voor kassen een "schijnbare drift" berekend door de emissie naar opper-
vlaktewater te schatten met behulp van een rekenmodel dat op dit moment in het kader van het GLAMI conve-
nant wordt ontwikkeld op het Staring Centrum. 
2. Verdwijnsnelheden 
Als een bestrijdingsmiddel in het oppervlaktewater terecht is gekomen, zal de concentratie in 
het water via een aantal processen afnemen in de tijd. In dit rapport wordt uitgegaan van een 
stagnant systeem, dat wil zeggen dat er geen verdunning optreedt door aanvoer van schoon 
water (worst case benadering). De belangrijkste resterende verdwijnroutes zijn adsorptie aan 
het sediment, verdamping en biotische en abiotische afbraak in de waterkolom. De mate 
waarin deze processen optreden zijn behalve van de stof ook afhankelijk van de opbouw van 
het systeem (water/sediment verhouding, diepte van het systeem) en van omgevingsfactoren 
(temperatuur, windsnelheid). Om deze processeren modelmatig te beschrijven wordt gebruik 
gemaakt van snelheidsconstanten die onder gestandaardiseerde condities zijn bepaald. 
Er wordt aangenomen dat de snelheid van processen recht evenredig is met de concentratie 
van het bestrijdingsmiddel, met andere woorden dat de processen volgens Ie orde reacties 
verlopen. 
Afbraaksnelheden zijn ontleend aan "Pandora's Box" (Linders et al., 1994), waar nodig aan-
gevuld met gegevens van van Rijn et al. (1995), Hornsby et al. (1996) en Tomlin (1998). Er is 
voor gekozen om afbraaksnelheden in sediment-slib systemen te gebruiken (overall afbraak-
snelheid voor het systeem, dus niet de afbraaksnelheid voor water danwei sediment afzonder-
lijk) omdat deze het best overeenkomen met de te beschrijven situatie. Indien gegevens om-
trent afbraaksnelheden ontbreken is een "worst case" benadering gebruikt, waarbij wordt uit-
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gegaan van géén merkbare afbraak (DT50: 106 dagen). De reactiesnelheidsconstante voor af-
braak is uit de DT50 berekend met behulp van: 
kafbraak = In (2) / DT 5 0 (1) 
De snelheid van verdamping is beschreven met behulp van de volgende vergelijking, ontleend 
aan Adriaanse et al. (1997) en Beltman en Adriaanse (1999): 
kv={l/k,+ l / ( k g * K H ) } * O x / A (2) 
kv : reactiesnelheidsconstante voor verdamping (d '); 
ki: transportcoëfficiënt in de waterfase (m d"1); 
kg: transportcoefficient in de gasfase (m d"1); 
KH: dimensieloze Henrycoëfficiënt; 
Ox: breedte wateroppervlak (m); 
A: dwardsdoorsnede stroomprofiel (m2). 
De transportcoëfficiënten k| en kg in de water- en gasfase variëren van 1.42 - 3.47 m d~' in 
water en van 136 - 333 m d"' in lucht resp. (Westein et al., 1998). Voor de berekeningen zijn 
constante waarden van 2 resp. 200 m d"' gebruikt, evenals vaste waarden voor de breedte van 
het wateroppervlak (1 m) en voor de dwarsdoorsnede van het stroomprofiel (0.21 m2, er wordt 
uitgegaan van een standaardsloot met 30 cm diepte). De snelheid van verdamping wordt 
daarmee uitsluitend bepaald door de Henrycoëfficiënt van de verbinding, die is berekend als 
de verhouding van de dampdruk van de zuivere stof en de wateroplosbaarheid van de betref-
fende stof. 
De totale verdwijnsnelheid wordt beschreven met: 
kverdwijn = kafbraak + kyerdamp (•*) 
Hieruit kan worden berekend welke fractie van de stof na een verblijftijd t nog in de waterfase 
aanwezig is: 
Verdwijnfactor = C,jjd=, / Ctjjd=o = exp (-kverdwijn * t) (4) 
Om de concentraties die zijn gevonden in standaard toxiciteitsexperimenten direct te kunnen 
vergelijken met de concentraties die na verblijftijd t nog in een sloot aanwezig zijn, is er voor 
gekozen om voor herbiciden een verblijftijd van 72 uur (standaard duur van een algentoets) en 
voor insecticiden en fungiciden een verblijftijd van 48 uur (standaard duur van toetsen met 
vissen en kreeftachtigen) in de berekeningen te hanteren. 
De zo berekende verdwijnfactoren varieeren van 9,1 10"7 voor het zeer vluchtige dichloorvos 
tot 0.9999 voor een relatief persistente verbinding als acefaat. 
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3. Giftigheid voor waterorganismen 
De mate waarin een stof giftig is voor een organisme wordt door vele factoren bepaald, zoals 
de aard en eigenschappen van de stof, het soort organisme, omgevingsfactoren zoals tempe-
ratuur, voedingsstatus van het organisme etc. De acute giftigheid van bijv. bestrijdingsmid-
delen voor de drie standaardsoorten vis, watervlo en alg is door het Centrum voor Landbouw 
en Milieu opgenomen als parameter in haar Milieumeetlat voor Bestrijdingsmiddelen (CLM, 
1997). De giftigheid wordt weergegeven als index voor de belasting van het waterleven, ook 
wel aangeduid als de milieubelastingspunten (MBP) voor waterleven. Waar in dit rapport 
sprake is van MBP's worden steeds deze milieubelastingspunten voor waterleven bedoeld. 
De MBP's die worden berekend voor een concentratie van een bestrijdingsmiddel in opper-
vlaktewater geven een indicatie voor de effecten op het waterleven die te verwachten zijn ten 
gevolge van blootstelling aan de betreffende stof. Hierbij dienen 2 zaken te worden bedacht: 
1. MBP's zijn een maat voor de acute toxiciteit, en geven slechts een indruk van de effecten 
die op korte termijn ontstaan ten gevolge van blootstelling aan het betreffende bestrij-
dingsmiddel. 
2. MBP's zijn vastgesteld op basis van toxiciteitsexperimenten met 3 standaardsoorten; an-
dere soorten waterorganismen kunnen qua gevoeligheid voor een bestrijdingsmiddel sterk 
afwijken van de standaardsoorten en de mate waarin dit optreedt kan per stof verschillen. 
1000 MBP geeft aan dat de concentratie van de stof in water gelijk is aan de EC50 voor de 
soort die (van de 3 standaardsoorten) het meest gevoelig is voor deze verbinding. 
MBP's geven derhalve slechts een globale indicatie van acute effecten die zullen optreden bij 
blootstelling van waterorganismen aan bestrijdingsmiddelen. 
Het grote voordeel van MBP's boven de voor normstelling veel gebruikte MTR (Maximaal 
Toelaatbaar Risico, equivalent aan de HCs berekend volgens de methode van Aldenberg-Slob, 
1993) is dat MBP's voor vrijwel alle toegelaten bestrijdingsmiddelen bekend zijn, terwijl dit 
voor de MTR zeker niet geldt. Bovendien geven MBP's een indruk van acute effecten zoals 
die in de voorgestelde bioassays (watervlo-toets en kroostoets) worden gebruikt, terwijl de 
MTR is gebaseerd op chronische toxiciteitsgegevens bij langdurige blootstelling. 
Om deze redenen is voor het schatten van het optreden van effecten in de watervlo- en 
kroostoets gebruik gemaakt van de methodiek zoals die door het CLM is gehanteerd, waarbij 
de mogelijke effecten op waterleven worden weergegeven in MBP's. 
4. Aannamen bij de berekeningen 
Bij het uitvoeren van de berekeningen bleek het noodzakelijk om een aantal aannames te ma-
ken. Deze aannamen kunnen van invloed zijn op de uitkomsten van de berekeningen, en wor-
den daarom hier gespecificeerd: 
i. Voor een aantal verbindingen is de afbraaksnelheid in water/sedimentsystemen onbekend. 
In dit geval werd een DT50 van 106 dagen gehanteerd (geen afbraak), 
ii. Voor een aantal verbindingen is de dampdruk onbekend of in de database op 0 gesteld. In 
dit geval werd een dampdruk van 10'6 milliPascal gebruikt, zodat verdamping vrijwel uit-
gesloten wordt. 
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iii. Er is geen onderscheid gemaakt tussen fenvaleraat en esfenvaleraat (samengevoegd als 
esfenvaleraat); er is eveneens geen onderscheid gemaakt tussen glyfosaat en glyfosaat-
trimesium (samengevoegd als glyfosaat). 
iv. Voor de berekening van de emissie van groenten en bloemen/planten onder glas naar op-
pervlaktewater is gebruik gemaakt van het GLAMI glastuinbouw rekenschema dat op dit 
moment wordt ontwikkeld op het Staring Centrum (Deneer en Leistra, in voorbereiding). 
Dit model berekent de emissie vanuit kassen naar oppervlaktewater. Deze emissie (in kg) 
is in de berekeningen gebruikt op vergelijkbare wijze als de emissie via spuitdrift in de 
open teelten, 
v. Voor gewassen in de glastuinbouw is als benadering gebruikt dat alle glasgroenten voor 
100% op substraat worden geteeld, en dat alle glasbloemen en planten voor 100% in grond 
worden geteeld. 
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Bijlage 2.2a Overzichtslijsten gewassen voorjaar (periode week 9 t/m week 36); bij sommi-
ge gewassen is geen dominante stofgroep aangegeven omdat het gebruik bin-
nen het gewas voor elk der groepen vrij laag is; v.g. = vollegrondsteelt, o.g. = 





























Peren, aanplant vorig jaar 
Peren, oud 
Plantsoen, bos- en haag 
Potplanten blad, o.g. 































































































































































































































































Bijlage 2.2b Overzichtslijsten gewassen najaar (periode week 37 t/m week 8); bij sommige 
gewassen is geen dominante stofgroep aangegeven omdat het gebruik binnen 




















Peren, aanplant vorig jaar 
Peren, oud 
Potplanten blad, o.g. 
Potplanten bloei, o.g. 
Scores Stofgroep 





















































































































































Bijlage 2.3 Evaluatieformulier bioassays 
Het onderstaande betreft een aanzet tot een evaluatieformulier. Een en ander moet door de 
instantie die de evaluatie uit gaat voeren verder worden uitgewerkt. Een formulier zou de vol-






Algemene achtergrond en doelstelling 
Locatie: 
Probleemstelling: 
Doel van het onderzoek: 
Protocol gevolgd: ja/nee Zo ja, welk protocol: 
Stappenplan gevolgd: ja/nee 
Technische gegevens 
Type bioassay: water/waterbodem veld/lab 
Toetsorganisme: Afkomstig van: 
Datum en duur van de toets: 
Aantal monsterpunten: 
Aantal herhalingen in de tijd: 
Referentiepunten meegenomen: ja/nee zo ja: hoeveel: 
Chemische metingen bestrijdingsmiddelen uitgevoerd: ja/nee zo ja hoeveel 
Fysisch chemische bepalingen uitgevoerd: ja/nee 
Kosten (schatting): 
Resultaten 
Effecten in de referentie: gemiddelde groei: 
gemiddelde overleving: 
anders: 




Resultaten in relatie tot dit doel: 
Wat is de conclusie uit het onderzoek: 
Ruimte voor opmerkingen over: uitvoering, onverwachte resultaten etc. 
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Bijlage 2.4 Enkele aspecten betreffende chemische metingen 
Tijdstip en aard van bemonstering oppervlaktewater 
Het gebruik van bestrijdingsmiddelen is niet continue in de tijd maar gebeurt op gezette tijd-
stippen. Dit heeft tot gevolg dat de concentraties van bestrijdingsmiddelen in oppervlaktewa-
ter sterk kunnen fluctueren. De effecten die in de bioassays optreden zijn vaak het gevolg van 
kortdurende hoge belastingen met bestrijdingsmiddelen. Om een verband te kunnen leggen 
tussen optredende effecten en de concentraties van bestrijdingsmiddelen in het oppervlakte-
water zullen de gemeten concentraties betrekking moeten hebben op de periode waarin ook 
het bioassay is uitgevoerd. Bemonstering van oppervlaktewater nadat in een bioassay effecten 
zijn geconstateerd zal veelal leiden tot slechte resultaten, omdat de concentraties van bestrij-
dingsmiddelen op dat moment al duidelijk kunnen afwijken van de concentraties die de ef-
fecten hebben veroorzaakt. Om een causaal verband tussen gemeten concentraties en de op-
getreden effecten aan te kunnen geven is simultaan uitvoeren van de bemonstering en het bio-
assay noodzakelijk. 
Om vergelijkbare redenen verdient het aanbeveling om waar mogelijk gebruik te maken van 
continue bemonstering van oppervlaktewater. Het tijdsintegrerende karakter hiervan geeft een 
goed beeld van de gemiddelde belasting die tijdens de blootstellingsperiode van het bioassay 
is opgetreden. Discontinue bemonstering geeft slechts een momentaan beeld van de situatie 
op het moment van bemonsteren. Indien de bemonstering uitsluitend is gericht op het bepalen 
van een gemiddelde blootstellingsconcentratie (en niet wordt gebruikt voor bijv. het bereke-
nen van vrachten van bestrijdingsmiddelen) is het niet nodig om debietproportioneel te mon-
steren maar kan worden volstaan met een tijdsproportionele bemonstering. 
Massaspectrometrische detectie 
Er zijn in Nederland verschillende laboratoria die routinematig pakketten van bestrijdings-
middelen kunnen analyseren. Analyse van een aantal stofpakketten (bijv. organische fosfor-
verbindingen, organochloor verbindingen, triazines) blijkt door vrijwel alle laboratoria te 
worden aangeboden tegen vergelijkbare prijzen. 
Een deel van de laboratoria gebruikt hiervoor chromatografische technieken waarbij detectie 
Plaatsvindt met detectoren die selectief gevoelig zijn voor de te analyseren groep van verbin-
dingen (N/P/Cl-detectie). Identificatie van stoffen vindt plaats op basis van retentietijden van 
de verbindingen in het chromatografische systeem. Hierbij bestaat echter een niet geringe 
kans op valse positieven, waarbij verbindingen worden gerapporteerd die in werkelijkheid 
niet aanwezig zijn. Dit probleem is in het recente verleden met name bij de analyse van orga-
nofosfor- en organochloor-bestrijdingsmiddelen opgetreden. Het verdient dan ook sterk de 
voorkeur om gebruik te maken van detectie waarbij identificatie van bestrijdingsmiddelen 
door middel van massaspectrometrische detectie plaatsvindt. Door het grote aantal verbindin-
gen dat tegenwoordig in de gewasbescherming wordt gebruikt wordt het steeds lastiger om 
een dekkend beeld te krijgen van de aanwezigheid van stoffen indien men de analyses beperkt 
tot enkele groepen van chemisch nauw verwante verbindingen, zoals gebeurt bij chromatogra-
fische technieken met N/P/Cl-detectie. Massa-spectrometrische detectie wordt steeds meer 
toegepast in milieu-laboratoria, omdat zij het mogelijk maakt om een breed scala van verbin-
dingen in één analyse te bestrijken, terwijl het risico op vals positieve identificatie sterk gere-
duceerd wordt. Een nadeel van massa-spectrometrische detectie is de vaak iets minder goede 
gevoeligheid. Toch verdient het sterk aanbeveling om chemische analyses van routinematig 
verzamelde monsters van oppervlaktewater te (laten) verrichten met behulp van massaspec-
trometrische detectie. Indien dit niet mogelijk is, of om financiële redenen niet haalbaar of 
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niet gewenst, verdient het op zijn minst aanbeveling om de identiteit van stoffen die door 
middel van conventionele technieken zijn aangetoond steekproefsgewijs door middel van 
massaspectrometrie te (laten) bevestigen. 
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Bijlage 3.1 Richtlijn voor het uitvoeren van de veldbioassay met watervlooien. 
Testsoort 
Watervlo Daphnia magna. Gebruik watervlooien van 10 dagen oud uit gecertificeerde 
laboratoria (à f 4,50, prijspeil 1999). Het zelf kweken van watervlooien is ook mogelijk (zie 
NEN richtlijn NPR 6503); in de praktijk blijkt dat zich problemen voor kunnen doen en er 
dient derhalve rekening te worden gehouden met een ruime aanloopperiode. Alvorens een 
kweek op te zetten is het wenselijk om contact op te nemen met instantie die reeds langdurige 
ervaring heeft met het kweken van watervlooien (bijv. RIVM, RIZA, TNO). 
Uitvoering 
De opstellingen bestaan uit glazen potten (700 ml) met in het deksel een gat waarin 2 lagen 
gaas zijn aangebracht (binnenste gaas roestvrij staal maaswijdte 0,25 mm, buitenste 1 mm) 
(zie afbeelding). De pot wordt in het veld tot 2/3 door het deksel gevuld met water uit de te 
onderzoeken watergang. 
De watervlooien moeten worden vervoerd in voldoende ruime potten (min. 1 liter), met 
maximaal ca. 200 watervlooien per pot. Extreme schommelingen in omstandigheden (met 
name te hoge temperaturen) moeten worden vermeden. De watervlooien worden in het veld 
in de bioassay potten gedaan met behulp van een glazen of doorzichtige kunststof pipet met 
een binnen diameter van ca. 5 mm. De watervlooien kunnen goed in de pipet worden geteld. 
Het tellen is echter ook mogelijk in de monsterpotten. 
De bioassays worden ondersteboven in de sloot geplaatst, vlak onder het wateroppervlak, met 
een steen als gewicht, waarbij een luchtbel in de pot ervoor zorgt dat deze blijft drijven en dat 
het zuurstofgehalte niet te laag wordt. Per monsterpunt worden 2 potten met 10 vlooien van 
10 dagen oud ingezet. Voorkom zoveel mogelijk verstoring of vernieling door de potten uit 
het zicht en niet in doorgaande vaarroute op te stellen. Informeer of er in de betreffende 
periode geschoond wordt of andere werkzaamheden plaatsvinden. Als dit het geval is, moeten 
d e
 opstellingen duidelijk worden gemarkeerd en contact worden opgenomen met de 
betreffende instantie. 
Selectie monsterpunten 
De keuze van de monsterpunten hangt af van de vraagstelling; onderstaand wordt de ideale 
situatie beschreven waarin men een belaste polder wil en kan vergelijken met een referentie-
gebied. Als ruimtelijke eenheid wordt een waterhuishoudkundige eenheid gekozen (i.h.a. een 
polder). Per polder worden 10 monsterpunten in de hoofdwatergangen gekozen (inclusief het 
inlaatpunt en het uitlaatpunt). Daarnaast worden 5 monsterpunten in de kavelsloten genomen. 
voor de concrete keuze van de punten is het van groot belang dat de waterbewegingen in 
onderzoeksgebied en -periode bekend zijn. Aan de hand van een kaart en de 
waterbewegingen kan een gradiënt van blootstelling worden verondersteld vanaf het 
inlaatpunt, via de kavelsloten, naar de verzamelwatergangen, naar de hoofdwatergangen en 
"aar het uitlaatpunt. In deze wateren worden de monsterpunten vervolgens gekozen. 
Praktische zaken als bereikbaarheid van de monsterpunten, verstoringsgevoeligheid en 
medewerking van de aanliggende bedrijven zijn van groot belang en bepalen mede de keuze 
van de monsterpunten. 
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Als referentiegebied wordt een gebied gekozen wat zoveel mogelijk gelijk is aan het 
onderzoeksgebied voor wat betreft grondsoort en ligging, maar waarin geen 
bestrijdingsmiddelen worden gebruikt. In dit gebied worden 5 punten gekozen, verdeeld over 
de bovengenoemde watertypen (hoofdwatergangen, kavelsloten). Als referentiegebied kan 
bijv. worden gedacht aan een park, een graslandpolder, watergangen in meer bewoonde 
gebieden etc. Aan de hand van kaarten van de waterstromingen moet worden vastgesteld dat 
geen hydrologische blootstelling met bestrijdingsmiddelen plaatsvindt. 
Het aantal van 20 monsterpunten is in de praktijk door twee personen in 1 dag in te zetten (of 
door 1 persoon in 2 dagen), uiteraard afhankelijk van de tijd die het kost om de 
monsterpunten te bereiken. Bij andere vraagstellingen, of het ontbreken van een vergelijkbaar 
referentie gebied, moeten de monsterpunten steeds zo worden gekozen, dat het al dan niet 
aantreffen van een effect ook geïnterpreteerd kan worden en bijdraagt aan het beantwoorden 
van de vraagstelling. 
Aanvullende informatie 
Voor wat betreft de kavelsloten is het voor de interpretatie achteraf noodzakelijk dat bekend 
is of en welke bespuitingen hebben plaatsgevonden in of vlak voorafgaand aan de 
proefperiode. 
Verder moeten voor alle monsterpunten de volgende factoren worden gemeten: temperatuur, 
waterdiepte, slootbreedte, zuurstof, pH, NOV , NH/ , NH3 , Cl" , Geleidbaarheid, Saliniteit, 
bedekking met drijvende waterplanten, doorzicht en overige opvallende kenmerken van de sloot. 
Metingen 
Eén week na het inzetten worden de potten bemonsterd en wordt genoteerd hoeveel van de 10 
moederdieren er nog in leven zijn. Bij activiteit wordt onderscheid gemaakt tussen normaal 
bewegende exemplaren (actief) en dieren die afwijkend gedrag vertonen (inactief of 
"tollend"). Het aantal jongen wordt geschat in 1 O-tallen. Het noteren kan in het veld 
geschieden; wanneer het water helder genoeg is kunnen de bovenbeschreven parameters in de 
glazen pot worden waargenomen; eventueel kan de inhoud in een witte plastic bak worden 
geleegd en kunnen hierin de vlooien worden geteld. 
Bewerking en weergave resultaten 
In principe wordt de gemiddelde waarde van de twee potten genomen (zie ook onder 
geldigheid). Alleen als de overleving in een van beide potten duidelijk door andere oorzaken 
dan bestrijdingsmiddelen is beïnvloed (bijv. omvallen, gat in deksel) wordt deze niet 
meegenomen. De resultaten (% sterfte en afwijkend, % overleving; aantal jongen) worden in 
een tabel gezet. 
Verslaglegging 
Van de toets wordt een beknopt verslag gemaakt. Hierin worden in ieder geval de 
monsterpunten weergegeven, tijdstip en duur en de resultaten, ook van de fysisch chemische 
bepalingen. 
Geldigheid 
Monsterpunten waar duidelijk verstoring heeft plaatsgevonden worden niet meegenomen. 
Ook monsterpunten waar fysisch chemische parameters niet binnen de in het stappenplan 
genoemde grenzen liggen worden niet meegenomen. 
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Kosten 
De kosten hebben betrekking op één bioassay experiment zoals voorgeschreven, dat wil 





Voorbereiding en selecteren monsterpunten 
Uitwerking en verslaglegging: 
Totaal 
Salariskosten (f 1500,-/dag) 
Eenmalige kosten totaal: 
Kosten van herhaalde experimenten: 
Watervlooien: 
Uitvoeren bioassays: 4 dagen 
Salariskosten (f 1500,-/dag) 
Kosten herhaalde experimenten totaal: 









Kosten voor metingen van bestrijdingsmiddelen zijn hier niet bij betrokken. 
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Bijlage 3.2. Richtlijn voor het uitvoeren van een de veldbioassay met kroos. 
Testsoort 
Klein kroos Lemna minor. Gebruik de krooslijn van het Interfacultair Reactor Instituut te 
Delft, thans ook op het CML aanwezig. Kroos is eenvoudig in het lab zelf te kweken (zie 
bijlage 3.2.1). 
Uitvoering 
De bioassay opstelling bestaat uit twee zacht doorzichtig kunststof bakjes zonder bodem (0 
11 cm, hoogte 7 cm). De twee bakjes worden in elkaar gezet met ertussen kunststof gaas met 
een maaswijdte van 1 mm. In de bijbehorende deksels wordt een gat gemaakt; ook hieronder 
wordt gaas geklemd. In een plank watervast multiplex (dikte 9 mm, 35 x 35 cm) worden twee 
gaten gemaakt (diameter ca. 9,5 cm). De bakjes worden in deze gaten. In de planken wordt 
ook een gat gemaakt, waardoor een stok kan worden gestoken, die in de slootbodem komt en 
de opstelling op zijn plaats houdt; bij te diepe watergangen kan de opstelling ook via een 
draad aan de kant worden verankerd. 
Per monsterpunt wordt één opstelling met 2 bakjes ingezet. De bakjes worden bij aanvang 
van de proef gevuld met 20 kroosblaadjes (10 kroosplantjes bestaande uit 2 blaadjes). Dit 
vullen gebeurt in het laboratorium met een spateltje of een entnaald. Pas op dat de wortels 
niet beschadigd raken. De bakjes worden vervolgens met deksel in een bak met een laag 
water gezet en worden zo vervoerd; vermijdt bij het vervoer extreme temperaturen. Bij 
aanvang wordt het gewicht bepaald door in het lab van 5 x 20 kroosblaadjes het 
drooggewicht te bepalen op de dag van inzetten. Na 14 dagen worden de bakjes opgehaald en 
worden op het lab het aantal blaadjes en het drooggewicht bepaald. De opgehaalde bakjes 
worden in een bak water vervoerd; het is erg belangrijk dat de kroosplantjes vochtig blijven, 
aangezien ze snel indragen, wat met name het tellen zeer bemoeilijkt. NB. let er bij het 
inzetten op dat de monsterpunten niet beschaduwd worden. 
Selectie monsterpunten 
Als ruimtelijke eenheid wordt een waterhuishoudkundige eenheid gekozen (i.h.a. een polder). 
Per polder worden 10 monsterpunten in de hoofdwatergangen gekozen (inclusief het 
inlaatpunt en het uitlaatpunt). Daarnaast worden 5 monsterpunten in de kavelsloten gekozen. 
Aan de hand van een kaart en de waterbewegingen kan met behulp van bij de waterschappen 
aanwezige kennis een gradiënt van blootstelling worden verondersteld vanaf het inlaatpunt, 
via de kavelsloten, naar de hoofdwatergangen en naar het uitlaatpunt. In deze wateren worden 
de monsterpunten vervolgens gekozen. Praktische zaken als bereikbaarheid van de 
monsterpunten, verstoringsgevoeligheid en medewerking van de aanliggende bedrijven zijn 
van groot belang en bepalen mede de keuze van de monsterpunten. 
Als referentiegebied wordt een gebied gekozen wat zoveel mogelijk gelijk is aan het 
onderzoeksgebied, maar waarin geen bestrijdingsmiddelen worden gebruikt. In dit gebied 
worden 5 punten gekozen, bij voorkeur ook verdeeld over de bovengenoemde watertypen. 
Als referentiegebied kan bijv. worden gedacht aan een park, een graslandgebied, watergangen 
in meer bewoonde gebieden etc. 
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Aanvullende informatie 
Voor wat betreft de kavelsloten is het voor de interpretatie achteraf noodzakelijk dat bekend 
is of en welke bespuitingen hebben plaatsgevonden in of vlak voorafgaand aan de 
proefperiode. 
Verder moeten voor alle monsterpunten de volgende factoren worden gemeten: temperatuur, 
waterdiepte, slootbreedte, zuurstof, pH, N, P, K, Cl", Geleidbaarheid, Saiiniteit, bedekking met 
drijvende waterplanten, doorzicht en overige opvallende kenmerken van de sloot. 
Metingen 
Na 2 weken worden de bakjes opgehaald; het aantal blaadjes wordt geteld en het 
drooggewicht wordt per bakje bepaald na 8 uur drogen bij 80°C. 
Bewerking en weergave resultaten 
Uit het verschil tussen het eind- en het begingewicht kan vervolgens de groeisnelheid worden 
bepaald m.b.v. de volgende formule: 
g = In dg, -In dgn waarbij dgt het drooggewicht (of het aantal blaadjes) aan het einde van de 
t 
Proef is, en dg0 die aan het begin, t = de tijd gemeten in aantal dagen en ln(g) is de 
groeisnelheid. 
Een effect op een belast monsterpunt kan vervolgens worden uitgedrukt als % groeiremming 
vergeleken met de groei in de onbelaste monsterpunten. Middels de formule: 
groeiremming (%) = 100(gR-gB)/gR 
Waarin gR = de gemiddelde groeisnelheid in de referentie 
gB = de groeisnelheid in de blootgestelde opstelling 
Zet de uitkomsten in een tabel gezet. 
Verslaglegging 
Van de toets wordt een beknopt verslag gemaakt. Hierin worden in ieder geval de 
monsterpunten weergegeven, tijdstip en duur en de resultaten, ook van de fysisch chemische 
bepalingen. 
Geldigheid 
Monsterpunten waar duidelijk verstoring heeft plaatsgevonden worden niet meegenomen. De 
monsterpunten mogen niet beschaduwd zijn. Ook monsterpunten waar fysisch chemische 




De kosten hebben betrekking op één bioassay experiment zoals voorgeschreven, dat wil 







Selecteren monsterpunten: 5 dagen 
Uitwerken en verslaglegging: 2 dagen 
Tijdsbesteding totaal: 7 dagen 
Salariskosten (f 1500,-/dag) 
Eenmalige kosten totaal: 





Salariskosten (f 1500,-/dag) 









Kosten voor metingen van bestrijdingsmiddelen zijn hier niet bij betrokken. 
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Bijlage 3.2.1 Kweekmethode klein kroos Lemna minor 
De kweek vindt plaats in glazen bakken van 50x15x20 cm (Ixbxh) en worden gevuld met 5 
liter leidingwater. Om het risico te spreiden worden drie bakken ingezet. Als groeimedium 
wordt gebruik gemaakt van een commercieel verkrijgbare voeding (Blusana voeding voor 
hydrocultuur, verkrijgbaar in tuincentra), in de vorm van korrels. De dosering hiervan 
bedraagt 0,5 g/l. De kweekbakken worden doorlucht. 
Bij de kweek wordt gebruik gemaakt van verlichting d.m.v. twee tl-buizen van 35 watt elk 
°P 70 cm boven de bakken, met een licht-donker regime van 16 uur licht en 8 uur donker. De 
temperatuur van de kweekruimte is ca. 22 °C. 
De kweekbakken worden elke drie weken schoongemaakt en het medium ververst. 
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Bijlage 4 Karakterisering voorbeeldgebied (Bommelerwaard) 
Bron: Merkelbach et al. (1999). 
Algemeen 
De Bommelerwaard is een gebied dat zich ruwweg uitstrekt van de dode Maas-Waal verbin-
ding oostelijk van Kerkdriel en Rossum (in het oosten) en het Heusdens Kanaal overgaand in 
de Afgedamde Maas in het westen. In het noorden wordt het gebied begrensd door de Waal en 
in het zuiden door de Maas. Na de gemeentelijke herindeling van januari 1999 bestaat de 
Bommelerwaard uit een tweetal gemeenten, te weten Maasdriel (Ammerzoden, Hedel, Maas-
driel, Rossum en Heerewaarden) en Zaltbommel (Brakel, Kerkwijk, Zaltbommel). Het gebied, 
dat voornamelijk een agrarische bestemming heeft, kent een oppervlakte van 15700 hectare en 
een inwoneraantal van ± 50000. 
Het water in de Bommelerwaard bestaat hoofdzakelijk uit regenwater, kwelwater en ingelaten 
Maaswater. Dit water wordt via een uitgebreid watergangenstelsel getransporteerd. De to-
taallengte van het watergangenstelsel wordt geschat op 1.370 km, exclusief de droge sloten en 
greppels (TOP-10 vector, © Topografische Dienst). De jaargemiddelde verblijftijd van het 
w<iter in de Bommelerwaard wordt geschat op enkele dagen (DHV, 1995). 
De herkomst van het water kan sterk variëren gedurende de seizoenen. Zo zal er in de winter-
Periode voornamelijk sprake zijn van regenwater, terwijl er in de zomerperiode relatief meer 
water als gevolg van kwel via de noordzijde vanuit de Waal binnenstroomt. Actief peilbeheer 
vindt plaats door de gemalen aan de Maas (Stuvers en Hedel) en door de aan de westzijde 
gelegen gemalen van Dam van Brakel, de Jongh'en Baanbreker. Het zesde gemaal in de 
Bommelerwaard, De Rietschoof, kan i.t.t. de andere gemalen alleen water uitmalen en niet 
inlaten. 
Door het Duinwaterbedrijf Zuid-Holland wordt jaarlijks zo'n 70 miljoen m3 water uit de Af-
gedamde Maas ingenomen voor de produktie van drinkwater. Een evenzo groot deel wordt 
vanuit de Afgedamde Maas bij de Wilhelmina sluizen van de Maaszijde naar de Waalzijde 
verpompt ter compensatie van lek-, schut- en kwelverliezen. In totaal wordt dus zo'n 140 
müjoen m3 onttrokken aan de Afgedamde Maas. Gemiddeld éénderde is, zoals hierboven is 
berekend, afkomstig uit de Bommelerwaard. Het grootste deel wordt dus aangevuld vanuit de 
Maas. Dit laatste zal met name in de zomerperiode het geval zijn wanneer er relatief weinig 
water de Bommelerwaard wordt uitgeslagen. 
Grondgebruik 
De Bommelerwaard heeft voornamelijk een agrarische bestemming. Van de bijna 16000 hec-
tare die het gebied groot is wordt ongeveer 9000 ha in de vorm van cultuurgrond in produktie 
genomen door de landbouw (CBS, 1996). In onderstaande tabellen is het agrarisch grondge-
bruik gegeven over 1995, verdeeld over de verschillende sectoren en gewas(groepen). 
Met een areaal van 7455 hectare heeft de rundveehouderij ruim 80% van het landbouwareaal 
i n
 de Bommelerwaard in gebruik. Het grasland besloeg in 1995 6469 ha; maïs werd in dat jaar 
geteeld op circa 1000 ha. Tabel B4.1 geeft een overzicht van de verschillende gewassen en 
bun arealen die tot de rundveehouderijsector in 1995 in gebruik had. 
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Tabel B4.1 Overzicht van de gewassen die in 1995 in de Bommelerwaard zijn geteeld en 
tot de rundveehouderijsector kunnen worden gerekend. Bron: CBS, 1996. 
Gewas Areaal (ha) areaal (%) 
Blijvend grasland 6469 83 
Snij maïs 970 13 
Tijdelijk grasland 112 2 
Corncob-mix 3 < 1 
Korrelmais < 1 < 1 
Totaal 7555 100 
Het areaal fruitteelt in de Bommelerwaard bedraagt bijna 500 hectare. In de fruiteelt kent de 
teelt van appelen het grootste areaal, gevolgd door peren. Tabel B4.2 geeft een overzicht van 
de verschillende fruitteeltgewassen en hun arealen. 
Tabel B4.2 Overzicht van de fruitteeltgewassen die in de Bommelerwaard worden geteeld 
met hun bijbehorende arealen in 1995. Bron: CBS, 1996. 
Gewas Areaal (ha) areaal (%) 
Appel oude aanplant 300 62 
Peren oude aanplant 156 32 
Peren nieuwe aanplant 12 3 
Overige gewassen 12 2 
Appel nieuwe aanplant 9 2 
Totaal 489 100 
Het areaal glastuinbouw in de Bommelerwaard bedraagt ruim 250 hectare. De teelt van bloe-
men onder glas is verreweg de belangrijkste teelt. Tabel B4.3 geeft een overzicht van de kas-
teelten met het grootste areaal. 
Tabel B4.3 Overzicht van de gewassen die in 1995 in de Bommelerwaard onder glas zijn 












Potplanten voor de bloei 




























De drie hiervoor behandelde teeltsectoren nemen gezamenlijk 90% van het landbouwareaal in 
beslag. De resterende 10% is voornamelijk in gebruik bij de akkerbouw. Tabel B4.4 geeft een 
56 
overzicht van de belangrijkste gewassen en hun arealen die tot de groep van de overige ge-
wassen kunnen worden gerekend. 
Tabel B4.4 Overzicht van de belangrijkste gewassen uit de andere teeltsectoren die in de 























'vlet ruim 80% heeft de veehouderijsector het grootste deel van de cultuurgrond in gebruik. 
Andere teelten met een opvallend groot areaal zijn de fruitteelt en de bloementeelt onder glas. 
De grond in de Bommelerwaard die niet in produktie wordt genomen door de landbouw, zo'n 
7.000 ha, kent gebruiksfuncties als bebouwing, infrastructuur, natuur en open water. 
Chemische monitoring in de Bommelerwaard 
Het oppervlaktewater van de Maas, de Afgedamde Maas en de Bommelerwaard wordt mid-
dels reguliere en projectgebonden meetnetten gemonitord op zijn kwaliteit. Naast algemene 
fysisch-chemische parameters als zuurgraad, zuurstofgehalte, (metaal)zouten (Na+, K+, C1-) 
en doorzicht, zijn de metingen ook gericht op het voorkomen van milieuvreemde stoffen als 
Polychloorbifenylen (PCB's), polycyclische koolwaterstoffen (PAK's), nutriënten en bestrij-
dingsmiddelen. In de volgende paragrafen worden de meetresultaten besproken van de nutri-
ënten en de bestrijdingsmiddelen. 
Oßget meetprogramma's 
In
 de Maas, de Afgedamde Maas en in de Bommerwaard worden metingen uitgevoerd naar 
het voorkomen van nutriënten en bestrijdingsmiddelen. Deze metingen worden uitgevoerd 
door het Zuiveringsschap Rivierenland (Bommelerwaard), het Duinwaterbedrijf Zuid-Holland 
(Bommelerwaard en Afgedamde maas) en Rijkswaterstaat (Maas). De resultaten uit de meet-
Periode 1996-1998 zijn hier gebruikt om een actueel beeld te krijgen van de kwaliteit van de 
genoemde wateren. 
Bommelerwaard: 
Het oppervlaktewater in de Bommelerwaard wordt door het Zuiveringsschap Rivierenland 
(2SR) en het Duinwaterbedrijf (DZH) op in totaal 18 lokaties bemonsterd. Het betreft 11 ver-
spreide lokaties die in een regulier meetnet zijn opgenomen (ZSR), 3 lokaties ten zuiden van 
zaltbommel en Gameren die deel uitmaken van het projectmeetnet Glastuinbouw (ZSR) en de 
afvoerkanalen van de 4 westelijke gemalen die uitslaan op de Afgedamde Maas (DZH). 
De meetpakketten verschillen sterk tussen de monsterlokaties. Op de 11 reguliere meetpunten 
worden alleen enkele organochloor-bestrijdingsmiddelen gemeten. In bet glastuinbouwmeet-
net worden deze niet gemeten, maar wordt wel een uitgebreid pakket aan andere bestrij-
dingsmiddelen aan een analyse onderworpen. Ook het meetpakket dat wordt gehanteerd voor 
het aanvoerkanaal van het gemaal van Dam van Brakel is voor wat betreft bestnjd.ngsmidde-
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len heel uitgebreid. Dit i.t.t. de meetpakketten van de overige drie aanvoerkanalen waar vrij-
wel geen bestrijdingsmiddelen worden gemonitord. 
Ook de meetfrequentie verschilt van monsterpunt tot monsterpunt. Bestrijdingsmiddelen wor-
den over het algemeen eens per maand gemeten. De bestrijdingsmiddelenmetingen in het aan-
voerkanaal van het gemaal van Dam van Brakel vinden variërend plaats van twee- tot vierwe-
kelijks. 
Maas: 
Het water in de Maas wordt uitsluitend gemeten door Rijkswaterstaat en wel op een tweetal 
punten. Het eerste punt ligt bij het pontveer Heusden, net vóór de aftakking van het Heusdens 
kanaal; het tweede punt is voorbij die aftakking stroomafwaarts bij het Keizersveer. 
De meetpakketten zijn ook hier niet identiek. Bestrijdingsmiddelen die bij Heusden gemoni-
tord worden komen niet voor in het analysepakket van Keizersveer en omgekeerd. Overigens 
betreft het hier wel een breed meetpakket dat gemiddeld eens per maand wordt uitgevoerd. 
Af gedamde Maas: 
Het water van de Af gedamde Maas wordt op 14 verschillende lokaties gemonitord door het 
Duinwaterbedrijf. Slechts op één van deze lokaties wordt bemonsterd voor de analyse van 
nutriënten en een breed pakket aan bestrijdingsmiddelen. De analyses van het bestrijdings-
middelenpakket vinden maandelijks plaats. Naast de bemonstering op deze 14 lokaties wordt 
ook het ingenomen water door DZH gemonitord. Het betreft hier een breed pakket aan nutri-
ënten en bestrijdingsmiddelen die wekelijks tot maandelijks worden gemeten. 
Resultaten chemische monitoring 
Er wordt hier volstaan met een opsomming van de verbindingen die boven de MTR zijn aan-
getroffen. 
In Tabel B4.5 worden 16 verschillende bestrijdingsmiddelen gegeven die bij één of meer me-
tingen de MTR overschreden. Drie van de middelen (endosulfan, aldrin en ddt) zijn slechts 
één maal in een watermonster aangetroffen. Van de overige 13 middelen behoren er 5 tot de 
organofosfor esters, 4 tot de carbamaten, 2 tot de ureumverbindingen en 1 tot de triazines. 
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Deze organochloorverbindingen zijn slechts in één monster aangetoond; alle andere monsters 
beneden de detectielimiet. 
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Bijlage 5 Veldexperimenten 
In deze bijlage worden de werkwijze en de resultaten van de twee veldexperimenten 
besproken. 
5.1 Werkwijze 
A Ige meen 
Mede ingegeven door praktische overwegingen zijn twee locaties in de omgeving van Leiden, 
binnen het gebied van het Hoogheemraadschap van Rijnland gekozen, waar naar verwachting 
veel bestrijdingsmiddelen worden gebruikt. De gebieden verschillen echter aanzienlijk wat 
betreft grondsoort en gewassen, en daarmee ook in bestrijdingsmiddelengebruik. 
Gebiedsbeschrijving 
ÈoHenteeJt 
Het eerste experiment vond plaats in de Hoogeveense polder, nabij Lisse (zie voor kaartje en 
beschrijving monsterpunten bijlage 5.1.A), van 24 augustus 1999 tot 7 september. Als 
referentie werd de Lageveense polder gekozen, deze ligt aan de overzijde van de 
Haarlemmertrekvaart; in deze polder vindt veeteelt plaats, en de polder is gedeeltelijk in 
handen van het Zuid-Hollands Landschap. Hierdoor zijn er een aantal extensief beheerde 
graslanden, en zijn er veel percelen met bossen. 
ïn de Hoogeveense polder worden voornamelijk bloembollen geteeld (zie tabel B5.1), waarbij 
het roulatie-schema zich concentreert rond de tulp. Het gebied is relatief complex vanwege de 
vele kleinere velden met tal van kleinere teelten. Op het moment van uitvoering van het 
experiment lagen veel velden braak of was er een groenbemester ingezaaid. Op enkele velden 
vond nog een bespuiting plaats met herbiciden tegen onkruiden. Daarnaast waren er tal van 
kleiner percelen waar diverse soorten bloemen werden geteeld, die op het moment van het 
experiment werden geoogst. Op kleine schaal vond ook nog teelt onder glas plaats. 
Tabel B5.1 Overzicht van de gewassen die in 1998 in de gemeente Noordwijkerhout zijn 































Een praktisch voordeel van de vele kleine velden en de grondsoort (zand) was de goede 
bereidbaar en bereikbaarheid van de diverse watergangen. 
h de betreffende periode wordt er in de bollenstreek nog nauwelijks gespoten; in een aantal 




Het tweede experiment vond plaats in de Haarlemmermeerpolder, nabij Nieuw-Vennep, van 
14 t/m 28 september 1999 (zie bijlage 5.1.B). De Haarlemmermeerpolder is een relatief 
eenvormig gebied, met grootschalige percelen waarop met name aardappelen, tarwe, 
suikerbieten en graszaad in roulatie worden verbouwd (zie tabel B5.2). 
Tabel B5.1 Overzicht van de belangrijkste gewassen die in 1998 in de gemeente 










































Bespuitingen die hier plaatsvinden zijn het doodspuiten van het aardappelloof, en eventueel 
bespuitingen tegen luis, als er een warme, droge periode optreedt. Tot de oogst wordt er nog 




De opzet was om 5 referentiepunten te kiezen, waarmee dan tevens een beeld verkregen wordt 
van de spreiding van de effectparameters in een onbelaste situatie. Vervolgens werden in 
principe 15 punten in het te onderzoeken gebied geplaatst. Deze punten bevatten in ieder 
geval het uitlaat- en inlaatpunten. Verder worden een aantal punten gekozen in de 
hoofdwatergangen, en zo mogelijk ook een aantal punten in de kavelsloten naast de meest 
kritische gewassen, zie hoofdstuk 3. 
Praktijk 
In het geval van de bollenstreek kon er een belendend referentie gebied worden gevonden. 
Hier zijn 5 monsterpunten gekozen, bij de inlaat en de uitlaat, in twee hoofdwatergangen en in 
één kleinere sloot. In het te onderzoeken gebied zijn 14 monsterpunten geplaatst; het aantal 
beschikbare watervlooien was net niet voldoende om 15 punten te plaatsen. De monsterpunten 
werden gekozen van het inlaatpunt tot het uitlaatpunt, en in 2 kavelsloten (zie bijlage 5.1.A). 
In de Haarlemmermeerpolder bleek het niet mogelijk om een gebied te vinden, dat enigszins 
vergelijkbaar was, maar niet blootgesteld aan bestrijdingsmiddelen. Daarom zijn hier drie 
punten gekozen bij de inlaat van de Haarlemmermeerpolder uit de Kaag, en één punt in een 
park in hoofddorp, ten einde toch een indruk te krijgen van de effecten in niet met 
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bestrijdingsmiddelen belast water. In de polder zelf zijn vervolgens 14 punten uitgezet één 
Punt by de uitlaat van de Haarlemmermeerpolder als geheel, en 13 punten in één peil vak 
ssen Nieuw-Venmp en Aalsmeer, waarbij punten zijn gekozen van de inlaat punten tot de 
u
»laatgemalen, en ook 3 punten in kavelsloten. 
Bio-assay methode 
oor de bio-assays is gebruik gemaakt van de methoden, zoals beschreven in de protocollen 
KJ-oos was afkomstig van de eigen kweek bij het CML. Watervlooien zouden oorspronkelijk 
gorden verkregen van de eigen kweek van het Hoogheemraadschap van Rijnland; omdat deze 
week in de zomerperiode om onbekende redenen uitstierf, kon (per uitzondering) worden 
uitgeweken naar watervlooien, gekweekt door het RIZA. 
oor het eerste experiment is voor de watervlooien gebruik gemaakt van glazen potten met 
gazen deksels in de vorm van een koffie-filter. Deze modellen waren eerder bij het CML 
gebruikt, en garanderen een grote uitwisselen tussen water in de pot en uit de pot. Helaas 
'eek bij het ophalen dat de deksels minder goed afsloten, zodat relatief vaak andere 
evertebraten in de potjes werden aangetroffen, in één geval zelfs duikerwantsen. In het tweede 
experiment is gebruik gemaakt van de opstelling zoals beschreven in het protocol; hierbij 
eden zich de bovengenoemde problemen niet meer voor. 
'J de kroos-bioassay is er bij het eerste experiment gebruik gemaakt van bakjes, die van 
oven open waren en waar onderin gaas was geplakt. In de praktijk bleek er hier veel kroos 
an buiten in de potjes te komen, zowel door het gaas, langs het gaas (de betreffende 
"nststof was slecht te lijmen) als bovenlangs door wind of grotere dieren (kikkers? vogels?). 
n het tweede experiment is de in de richtlijn beschreven opstelling gebruikt; hierbij was het 
vengenoemde probleem veel geringer; alleen Lemna minuscula werd nog aangetroffen, 
aarschijnlijk omdat dit door het 1 mm gaas heen kon. Dit kroos is echter gemakkelijk te 
nderscheiden van klein kroos, zodat dit bij het terugtellen van het kroos apart kan worden 
gehouden. Een kleinere maaswijdte van het gaas lijkt, in verband met de blootstelling, niet 
gewenst. Een praktisch probleem van de kroosopstelling was dat in een enkel geval in sloten 
et veel kroos het kroos uit de sloot op de bakjes terecht kwam, waardoor de lichtval werd 
einvloed. Dit probleem kan worden opgelost door hogere bakjes te kiezen. 
Metingen 
P alle meetpunten is tegelijkertijd bij het inzetten van de bio-assays een watermonster 
oorgemeten op 60 bestrijdingsmiddelen die m.b.v. GC-MS zijn aan te tonen (zie bijlage 5.2). 
aast de bovengenoemde zijn ook fysisch-chemische metingen verricht (zie bijlage 5.3). 
Resultaten 
ten belangrijk doel van de experimenten was het toetsen van de praktische uitvoerbaarheid en 
.} Vaceren van praktische problemen. Enkele aspecten voor wat betreft de bioassay methode 
2|jn hierboven genoemd en verwerkt in de protocollen. Een ander belangrijk aspect is het 
Ultvallen van monsterpunten. Bij het eerste experiment lagen die monterpunten niet langs de 
openbare weg. Slechts een enkel monsterpunt was hier door een ingreep van buiten 
onbruikbaar: het betrof hier vooral de goed zichtbare opstelling van de kroostoets, die in 
enkele gevallen onder water of op de kant was getrokken. Bij het tweede experiment lagen 
Veel monsterpunten langs de openbare weg. Het gevolg hiervan was dat ook veel opstellingen 
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waren vernield, of zelfs geheel verdwenen. Dit gold zowel voor de kroos als voor de 
watervlooien opstelling. Een bijkomend probleem was hier dat vanwege de kans op 
slootschonen of verwijderen van kroos de opstellingen opvallend waren geplaatst om de kans 
op vernieling tijdens schonen te voorkomen; dit maakt de opstellingen echter extra kwetsbaar 
voor vandalisme. 
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Figuur B5.1 Samenvatte resultaten van de veldexperimenten. 
De monsterpunten zijn in de figuur in volgorde van veronderstelde gradiënt afgebeeld, te 
beginnen met de onbelaste punten, dan de inlaatpunten etc. Uit de figuur blijkt niet dat er een 
gradiënt in effect wordt gevonden. Op de y-as staat de overleving van de watervlooien 
weergegeven in de linkerfiguren en in de rechterfiguren de kroosgroeisnelheid per dag. 
Uit figuur B5.1 op dat er een grote spreiding in sterfte van watervlooien en groei van kroos 
optreedt in de onbelaste situatie. Dit maakt het vergelijken van de referentie met de 
blootgestelde situatie weinig zinvol; wanneer er verschillen worden getoetst dan blijken deze 
(zoals verwacht) niet significant. 
In het eerste experiment in de bollenstreek werd gebruik gemaakt van nog in ontwikkeling 
zijnde opstellingen. In het geval van watervlooien betekende dit helaas dat er gaten tussen het 
deksel en het gaas aanwezig bleken, zodat niet uitgesloten mag worden dat er watervlooien 
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z
'jn ontsnapt of dat er predatie heeft opgetreden. Hoogstwaarschijnlijk verklaart dit de relatief 
hoge sterftepercentages. In de verbeterde opzet in de Haarlemmermeerpolder blijkt er relatief 
weinig sterfte op te treden. Op punt drie zijn wel alle watervlooien dood; dit is tevens het punt 
met het hoogste gehalte aan bestrijdingsmiddelen (zie bijlage 5.5). Een verdenking gaat hier 
>n de richting van pirimicarb. Zie verder hoofdstuk 4. 
Voor wat betreft het experiment met kroos zijn de resultaten van het eerste experiment niet te 
interpreteren, omdat het teveel kroos van buiten de bakjes in de bio-assays terecht kwam. Bij 
het tweede experiment was dit niet het geval. Hier worden verschillen aangetroffen tussen de 
punten. Een relatie met de aanwezigheid van bestrijdingsmiddelen ligt, mede gezien de lage 
concentraties, niet voor de hand. Het vergelijken van de kroosgroei met de referentie is weinig 
zinvol, gezien de spreiding in de referentie. 
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Bijlage 5.1A Monsterpunten bollengebied. 
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Beschrijving monsterpunten bollengebied. 
De diepte geldt steeds op de plaats waar de bio-assays werden ingezet. 




 Bij inlaat van polder; sloot ca. 4 m breed, 30 cm diep. Tussen weilanden. 
2: Punt bij oude Molen, niet meer in gebruik als uitlaatpunt. Breedte: ca. 4 m. Diepte ca. 
250 cm. Tussen schraal grasland. 
3; Geïsoleerde, zeer voedsel arme watergang, met natuurlijk zomer/winterpeil. ca. 2 m 
breed, 25 cm diep. Zeer helder. Tussen schraal grasland 
4: Hoofdwatergang: breedte 5 m. 30 cm diep. Zeer veel kroos, tussen weilanden. 
5; Bij (automatisch) gemaal: breedte: 5 m. Diepte 40 cm. In bossage. 
6 t/m 19: Hogeveense polder. Ondergrond zand. Bollenpolder. 
6; Bij Molen. Brede molensloot (7 m), diepte ca.50 cm. via dit punt watert de helft van 
de polder af; molen wordt met de hand aan en uitgezet. 
7
- Bij Molen. Zie bij 6; via dit punt watert de andere helft van de polder af. 
8- Hoofdwatergang naar de molen. 7 m breed. > 50 cm diep. Onder boom. 
9- Afvoerende watergang, tussen braakliggende bollenpercelen. 6 m breed, 25 cm diep, 
veel kroos. 
'0- Hoofd watergang; 7 m breed; 50 cm diep. 
11 • Hoofdwatergang. 5 m breed. < 20 cm diep. 
'2. Perceelsloot. 4 m, 20 cm diep. sloot vol kroos. 
l3
- Hoofdwatergang, 5 m breed, 30 cm diep. Veel watergentiaan; "olie"laagje op water. 
'4. Hoofdwatergang, 4 m breed, 20 cm diep. Veel kroos. 
15
- Kavelsloot. 2 m breed, 20 cm diep. 
16
- Hoofdwatergang, 6 m breed, 30 cm diep. veel watergentiaan. 
17
- Inlaatpunt. 6 m breed. 25 cm diep. Veel kroos. 
18
- Kavelsloot. Net geschoond, troebel. 2 m breed. 20 cm diep. 
'9. Hoofdwatergang. 6 m breed. 40 cm diep. 
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Beschrijving monsterpunten Ilaarlemmermeerpolder. 
Alle monsterpunten liggen binnen de Haarlemmermeerpolder. De ondergrond is hier zeeklei. 
Punt 1 t/m 13 liggen allemaal binnnen één peilvak. 
Bij gemaal van peilvak. 8 m breed. 50 cm diep. Veel kroos. 
In hoofdwatergang naar gemaal. 8 m breed. 60 cm diep. Veel kroos. 
Hoofdwatergang. 3 m breed. 30 cm diep. veel kroos. 
Hoofdwatergang. Bij kas. 6 m breed. 40 cm diep. 
Hoofdwatergang. 4 m breed. 30 cm diep, veel kroos. Langs bossage. 
Bij inlaat tussen bebouwing. 6 m breed. 40 cm diep. Stroming. 
Perceelsloot tueen aardappelen en tarwe. 1 m breed, 15 cm diep. 
Hoofdwatergang van inlaat. 5 m breed. 40 cm diep. Veel kroos. 
Hoofdwatergang. Naast snelweg. 6 m breed. 50 cm diep. 
Perceelsloot, tussen Aardappelen en bieten. 1,5 m breed. 20 cm diep. 
Perceelsloot, naast bieten. 2 m breed. 20 cm diep. Veel kroos. 
Hoofdwatergang. 8 m breed. > 50 cm diep. 
Hoofdwatergang, bij gemaal. 6 m breed., 50 cm diep; rietbegroeiing. 
Brede watergang in park in hoofddorp. 6 m breed, 50 cm diep. 
Bij gemaal Lijnden: uitlaatgemaal voor gehele Haarlemmermeerpolder. Hoofdvaart, 9 
m breed, 60 cm diep. 
• Bij gemaal Leeghwater. Inlaatpunt Haarlemmermeerpolder uit Kaag; reserve uitlaat 
gemaal. Niet in functie tijdens experiment. Hoofdvaart 9 m breed, 60 cm diep. 
'•' Aanvoersloot, kaagwater. 1 m breed, 15 cm diep. Veel gras. 











































































Bijlage 5.3 Onderzochte fysisch chemische parameters 















Bijlage 5.4.A Resultaten veldproef bollenstreek 
Watervlooien 7 dage 
Monster Overleving Gem 












































































Kroos 14 dagen 
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Bijlage 6 Rol van bio-assays bij de waterkwaliteitsbeheerders: Interviews. 
Algemeen 
De waterkwaliteitsbeheerders in Nederland zijn goed op de hoogte van de problematiek rond 
bestrijdingsmiddelen. Met name ook de invoering van de AMvB open teelten speelt op dit 
moment een belangrijke rol. Daarnaast hebben de waterkwaliteitsbeheerders ook een 
belangrijke rol als vergunningsverleners in het kader van de WVO. Dit betekent dat er in 
algemene zin behoefte bestaat aan instrumenten om het voorkomen van bestrijdingsmiddelen 
in oppervlaktewater aan te tonen, maar ook om de effectiviteit van de maatregelen te meten. 
Specifiek 
Zuiveringsschap Hollandse Eilanden en Waarden (telefonisch interview met ir. M.I. Mul 
(ZHEW) aangevuld met gegevens van drs. J.G. de Geus-van der Eijk (Bureau Eijkpunt). 
Bij het Zuiveringsschap Hollandse Eilanden en Waarden is men in zes akkerbouwpolders in 
de Hoekse Waard, het Eiland van Dordrecht, Voorne Putten en Goeree Overflakkee 
chemische metingen gaan verrichten, specifiek aan die middelen waarvan bekend is dat ze ter 
plekke gebruikt worden. Op deze wijze kon overtuigend aan de doelgroep worden aangetoond 
dat de gebruikte middelen tot een probleem voor het oppervlaktewater aanleiding geven. 
Tevens zijn met behulp van de metingen de problemen voor het waterschap duidelijk in kaart 
gebracht. Ook voor de monitoring van de effecten van het beleid (maatregelen) is men van 
plan metingen te gebruiken. In de communicatie naar de doelgroep bleek dit de meest 
duidelijke lijn. 
Bio-assays 
Het bestuur van het zuiveringsschap ZHEW achtte het naar aanleiding van de resultaten in 
Delfland zinvol om ook in het eigen gebied bio-assays uit te voeren. De gedachte was dat 
hiermee de resultaten verder konden worden onderbouwd en dat dit ook in de communicatie 
naar de doelgroep een rol kon spelen. De bio-assay had geen functie meer als signalering 
omdat de problemen reeds voldoende bekend waren. De uitvoering werd uitbesteed aan 
bureau Eijkpunt. Er werd (evenals bij de metingen) voor een poldergerichte benadering 
gekozen, dat wil zeggen dat er werd gemeten bij het inlaatpunt, in de polder en bij het 
uitlaatpunt. Uit de resultaten van beide methoden bleek dat er bij de inlaat geen middelen c.q. 
de laagste sterfte werd gemeten. In de polder werden de hoogste gehalten en de hoogste 
sterfte gemeten; bij het uitlaatpunt waren zowel gehalte als sterfte lager dan in de polder. 
Voor wat betreft de uitvoering van de bio-assay is gebruik gemaakt van de methode zoals 
gebruikt in Delfland. Om de methode in de vingers te krijgen is de uitvoerend onderzoekster 
een dag mee geweest met de onderzoekers van Delfland. Praktische problemen bij de 
uitvoering waren: verdwijnen van opstellingen door baggeren of schonen van de sloten; 
binnendringen van bloedzuigers in de potten wanneer het gaas niet geheel afsloot; zinken van 
potten bij te kleine luchtbel. De methode van Delfland bleek te voldoen, de betreffende 
onderzoekster geeft aan voor wat betreft de uitvoering geen behoefte te hebben aan een 
andere of gedetailleerdere richtlijn. Een eerste experiment gaf reeds significante verschillen 
tussen blootgestelde en referentie gebieden te zien. Richtlijnen voor wat betreft de 
interpretatie van de resultaten en het meten van andere (eventueel storende of sturende) 
variabelen ontbreken. 
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De resultaten van de bio-assays waren in lijn met die van de metingen. De resultaten waren 
echter niet zo duidelijk als in Delfland; de sterfte was vaak minder dan 100% en de correlatie 
met het middelengebruik kon niet eenduidig worden gelegd. In de communicatie naar de 
doelgroep bleek dat de resultaten van de chemische metingen veel duidelijker aansloten bij de 
beleving van de boeren, dan die van de bio-assays. De doelgroep hechtte geen belang aan de 
bio-assay resultaten. 
Als reden voor het niet vinden van een eenduidig verband met de middelen werden onder 
andere genoemd het feit dat de chemische meting slechts een moment opname betrof en dat 
combinatie toxiciteit een rol zou kunnen spelen en de constatering dat ook andere aspecten 
van invloed zijn op de bio-assay (temperatuur, zuurstof, andere toxische stoffen e.d.). 
De indruk die men bij het ZHEW van de toets heeft is dat die wellicht een rol zou kunnen 
spelen als oriënterend instrument. Echter als er een effect wordt gevonden zouden altijd 
chemische metingen moeten volgen. Deze stap was echter in het onderhavige geval reeds een 
gepasseerd station. De resultaten van de metingen waren zo duidelijk dat de bio-assay hier 
niets meer aan toe kon voegen, zeker niet in de communicatie naar de doelgroep. Ook als 
monitoringsinstrument voor de effectiviteit van het beleid ziet men veel meer in metingen. 
Wellicht dat op de veel langere termijn een biotoets als monitoringsinstrument weer aan de 
orde zou kunnen komen. 
Bij de voorlichting naar buiten toe, anders dan naar de boeren, worden de resultaten van de 
bio-assays wel gebruikt om de effecten van het bestrijdingsmiddelengebruik te illustreren. 
Samenvattend kan gesteld worden dat het protocol van Delfland voor wat betreft de 
uitvoering van de bio-assay met watervlooien voldoet. De bio-assay leverde de verwachtte 
resultaten op; mogelijk toonde de toets zelfs effecten aan die niet met de metingen konden 
worden aangetoond. Een richtlijn voor interpretatie en uitwerking van de resultaten ontbreekt; 
dit geldt ook voor de keuze van en het aantal monsterpunten, en de eventuele noodzaak voor 
het meten van andere factoren. Het ZHEW had middels metingen reeds een zo duidelijk 
overzicht van de problematiek, dat de bio-assays hier niet voldoende aan toevoegden om de 
voortzetting te rechtvaardigen; ook voor de communicatie met de doelgroep boeren speelden 
de bio-assays geen belangrijke extra rol. 
Hoogheemraadschap West-Brabant (telefonisch interview met G.W.A.M. Waajen). 
In de boomteelt en de akkerbouw heeft men, in navolging van Delfland, bio-assays met 
watervlooien uitgeprobeerd. Doel hiervan was om de agrarische doelgroep te kunnen 
overtuigen van de ernst van de emissies van bestrijdingsmiddelen en de noodzaak van 
driftbeperkende maatregelen. Effecten in de bio-assays werden overtuigender geacht dan 
chemische metingen. 
De resultaten van de bio-assays waren echter onvoldoende duidelijk om aan het 
bovengenoemde doel te beantwoorden; dit betrof zowel sterfte op referentielocaties, als het 
ontbreken van effecten op blootgestelde locaties. Er is echter vooraf geen procudure gevolgd 
waaruit bleek dat er onder de betreffende omstandigheden en bestrijdingsmiddelengebruik 
daadwerkelijk effecten verwacht mochten worden. 
Een gestandaardiseerde procedure zou voor het betreffende waterschap de doelmatigheid van 
het inzetten van de bio-assays waarschijnlijk zeer kunnen vergroten. 
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Hoogheemraadschap van Delfland (telefonisch interview met W. van der Ende) 
In het gebied van Delfland wordt de watervlooientoets al bijna 10 jaar met succes toegepast. 
In het algemeen zijn er duidelijke resultaten, waarbij de effecten in de blootgestelde sloten 
duidelijk verschillen van die in de referenties. Het inzetten van veel verschillende punten in 
tijdreeksen zorgt voor een erg duidelijk beeld van de gebieden waar problemen optreden. 
De reden waarom destijds werd besloten om bio-assays toe te passen is dat het in de praktijk 
onmogelijk is om alle in het water aanwezige bestrijdingsmiddelen en andere chemische 
verbindingen te meten. Het gebruik van bestrijdingsmiddelen is bovendien aan veranderingen 
onderhevig en lang niet alle stoffen kunnen worden geanalyseerd. Omdat onderzoek van de 
gehele levensgemeenschap (of zelfs alleen de macrofauna) erg arbeidsintensief is, os gekozen 
voor het gebruik van een toetsorganisme. Een toetsorganisme, dat aan alle stoffen in het water 
bloot staat, is een goede graadmeter voor de toestand van dat water. Een biologische toets zegt 
ook veel directer iets over de toxiciteit dan een serie chemische bepalingen. Als 
toetsorganisme is Daphnia magna gekozen. 
Naast voorgaande overwegingen bleek ook bij de communicatie over de slechte 
waterkwaliteit in glastuinbouwgebieden de sterfte van de Daphnia's veelal meer aan te 
spreken dan de gehalten aan stoffen. 
De meetpunten betreffen glastuinbouwpunten, referentiepunten en basismeetpunten. De 
glastuinbouw- en referentiepunten zijn zo gekozen, dat effecten van lozingen vanuit de 
glastuinbouwbedrijven op de oppervlaktewaterkwaliteit kunnen worden gemeten. De 
basismeetpunten geven een globaal beeld van de waterkwaliteit in Delfland. 
Er worden duidelijke resultaten gevonden door de bio-assays met watervlooien gedurende een 
seizoen op een groot aantal punten (24) uit te zetten (het in de praktijk uitzetten van deze 
punten kost ongeveer 2 dagen; ook het ophalen + controleren kost ongeveer 2 dagen). Door 
een herhaling in ruimte en tijd ontstaat een goed beeld van de belasting van het 
glastuinbouwgebied. In Delfland heeft men op de referentiepunten twee potten ingezet, met 
10 watervlooien van 10 dagen oud elk, en op de overige punten één pot. 
De resultaten van de toxiciteitstoetsen in glastuinbouwgebieden zijn vergeleken met de 
referentiegebieden om de ernst van de situatie op het gebied van waterkwaliteit in 
glastuinbouwgebieden duidelijk te maken en om effecten van genomen maatregelen te kunnen 
volgen. Verder zijn de resultaten van de bio-assays ook vergeleken met de chemische 
metingen van voornamelijk bestrijdingsmiddelen om een verband te vinden met gehalten aan 
bepaalde stoffen. Bij Delfland worden de goede resultaten mogelijk veroorzaakt doordat er 
aanzienlijke hoeveelheden bestrijdingsmiddelen in het oppervlaktewater voorkomen, 
waardoor hoge sterfte optreedt, terwijl dit in de referentiegebieden niet het geval is (lage 
sterfte). Op andere meetpunten is dit beeld minder duidelijk. Een richtlijn waarin wordt 
aangegeven onder welke omstandigheden een Daphnia-toets al dan niet goed toepasbaar is en 
waarin ook aandacht wordt besteed aan de interpretatie, wordt zeer zinvol geacht. Dit geldt 
ook voor de interpretatie van sterfte in de referentie. 
Vanwege de goede resultaten wordt het gebruik van bio-assays voorlopig gecontinueerd. 
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Bijlage 7 Mesocosm-experiment 
Onderstaand wordt een beschrijving gegeven van een deelname aan het mesocosm-
experiment van het Staring Centrum. 
Inleiding 
Bij het Staring Centrum zijn experimenten uitgevoerd in zogenoemde mesocosms. Deze zijn 
blootgesteld aan een mix van stoffen die in de bollenteelt worden gebruikt (fluazinam, lamb-
da-cyhalothrin, asulam en metamitron). In deze cosms (1,2 x 1,2 x 0,5 (H) m = ca. 0,7 m3) is 
een min of meer natuurlijk ecosysteem aanwezig. Het lag in de bedoeling om de bioassays 
met kroos en met watervlooien in deze systemen uit te proberen, waarbij de gehalten bestrij-
dingsmiddelen door het SC gemeten zouden worden. Wegens een doseringsfout van het in-
secticide lambda-cyhalothrin (10 x te hoge dosering) is het experiment echter stopgezet; om 
toch een eerste indicatie van de uitvoerbaarheid van de bioassay te verkrijgen is deelgenomen 
met de watervlooien bioassay, op een moment waarop het insecticide geacht werd te zijn af-
gebroken tot een realistisch niveau. 
Wegens de onverwachte loop van het experiment, moesten de watervlooien onvoorzien op 
korte termijn door het Hoogheemraadschap van Rijnland worden geleverd; dit betekende dat 
er op het moment van inzetten van de bioassay slechts ca. 100 moederdieren van 10 dagen 
oud beschikbaar waren. Uiteindelijk bleken er op het moment van inzetten slecht 50 vlooien 
in een goede conditie te verkeren, en is in elk van de concentraties één pot met 10 vlooien 
ingezet. Na één week zijn de potten geoogst en is de overleving bepaald en ook gekeken of er 
jongen zijn. 
Resultaten 
In tabel B7.1 staan de resultaten van het mesocosm experiment weergegeven. De resultaten 
laten zien dat er in de onbehandelde cosm 8 van de 10 watervlooien hadden overleefd, en er 
ook veel jonge watervlooien werden aangetroffen; daarnaast hadden de moederdieren duide-
lijk zichtbare eieren. De enige pot waarin ook overleving werd aangetroffen was in de op een 
na laagste concentratie; hier overleefden 9 van de 10 ingezette moederdieren; er waren echter 
duidelijk minder jongen en ook werden maar bij 5 van de 9 moederdieren eieren waargeno-
men. In de twee hoogste concentraties werd geen overleving gevonden; in de laagste concen-
tratie echter ook niet. Er werden geen verschillen in gedrag (bijvoorbeeld stilliggend op de 
bodem of rondtollend) waargenomen tussen de twee potten; alle dieren gedroegen zich nor-
maal. 
Tabel B7.1 Effecten van lambdacyhalothrin op de overleving van watervlooien in meso-
































































Voor de sterfte in de laagste concentratie kon geen verklaring worden gevonden. 
81 
Discussie & conclusies mesocosm-experiment 
De moederdieren (ca. 100) werden de middag voor het inzetten opgehaald bij het HHvR en 's 
nachts in een 250 ml potje (doorlucht) bewaard; de volgende ochtend werden de dieren naar 
Wageningen vervoerd en ingezet. Bij aankomst bleek de conditie van de watervlooien der-
mate verminderd dat slechts 50 vlooien konden worden ingezet. Aanbevolen wordt om een 
groter volume te gebruiken; in latere toetsen bleek dat watervlooien die in een goede conditie 
verkeren in potten van 750 ml of 1 1, die licht worden doorlucht, vrijwel allen één of twee 
dagen kunnen overleven. Mogelijk komt er bij doorluchting in een te kleine pot teveel lucht in 
de Daphnia's; hier kunnen ze slecht tegen. 
De bioassay met watervlooien is goed uitvoerbaar en levert ook duidelijke resultaten op. Het 
inzetten van slechts één pot per monsterpunt maakt vrijwel onmogelijk om onverwachte re-
sultaten te verklaren. Daarom wordt aanbevolen om per monsterpunt twee potten met water-
vlooien uit te zetten. 
Het tellen van de overlevende moederdieren in het veld is in de praktijk goed mogelijk; het 
vaststellen van het exacte aantal jongen is lastiger, vanwege de grotere aantallen en omdat ze 
kleiner zijn. Het is echter wel goed mogelijk om een schatting in 10-tallen te maken. Aan de 
moederdieren is goed te zien of ze al dan geen eieren hebben. 
Aangezien moederdieren van 10 dagen oud worden gebruikt, moet een toets van enige om-
vang minimaal 10 dagen van tevoren worden gepland, als de kweek van beperkte omvang is; 
het continu in stand houden van een omvangrijke kweek vergt echter meer materiaal, ruimte 
en grondstoffen en waarschijnlijk ook meer tijd en is dus duurder; het waterschap moet hier 
een afweging maken tussen kosten en flexibiliteit voor wat betreft de watervlooientoets. 
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Bijlage 8 Voorbeelden uit de praktijk 
Een aantal waterschappen heeft in de afgelopen ervaring opgedaan met bioassays met water-
vlooien. Door de STOWA (1997a) wordt aangegeven dat er (tot 1997) door 7 waterkwali-
teitsbeheerders watervlooien veldbioassays zijn toegepast, waarvan er door drie de toets on-
bruikbaar vonden omdat er of überhaupt geen effect werd aangetoond, of geen correlatie met 
het middelengebruik werd gevonden. Onderstaand worden enkele voorbeelden genoemd. Er is 
niet naar gestreefd om een afdekkend overzicht te geven. Doel van de voorbeelden is het ver-
krijgen van een beeld van die aspecten, die van belang zijn voor het vormgeven van de richt-
lijn en voor de bruikbaarheid van de toets. De onderzoeken zijn daartoe gescreend op de vol-
gende aspecten: 
1. Wat was het doel waarmee de bio-assays zijn ingezet. 
2. Wat waren de uitkomsten in relatie tot dit doel. 
3. Hoe werden de referenties gekozen; wat was de overleving in de referenties. 
4. Hoe werd omgegaan met andere factoren dan bestrijdingsmiddelen. 
5. Hoe werden de resultaten geïnterpreteerd. 
6. Overige punten van belang voor de richtlijn. 
Hoogheemraadschap van Schieland: Daphnia-toets 1992 (Bron: Vervoort & Limbeek, 
1994). 
Samenvatting 
In twee polders met glastuinbouw, een ringvaart met een verontreinigde bodem en in 
"schoon" water, waar echter daphnia's niet voorkomen werden glazen potten met 10 water-
vlooien van 9 dagen oud op 12 locaties gedurende het zomerhalfjaar elke maand uitgezet. Met 
name in de kleinere watergangen in de glastuinbouwgebieden werd grote sterfte gevonden. In 
de watergang met de verontreinigde bodem en in de "schone" wateren qwerd in het algemeen 
een grote overleving gevonden. 
1. Doel van het onderzoek was het verkrijgen van een beeld van de ecologische effecten 
van de met chemische metingen aangetroffen bestrijdingmiddelen en zware metalen. 
Een nevendoel was het leggen van een verband tussen het (chemische) bestnjdings-
middelenonderzoek en de daphnia-toets. 
2. De daphnia-toets wordt bruikbaar geacht voor het beoordelen van de effecten van 
toxische stoffen op het ecologisch functioneren van oppervlaktewater. Niet alle toxi-
sche stoffen hebben effect op daphnia's in de toetsen. Door gebrek aan kennis over 
de gevoeligheid van daphnia's voor sommige middelen is een relatie tussen de mid-
delen en de effecten in de bio-assays niet altijd te leggen. 
3. De monsterpunten zijn gekozen in twee glastuinbouwpolders. Als referentie zouden 
de aanvoerende kanalen kunnen worden beschouwd. Daarnaast was er een monster-
punt in een ringvaart, waar de waterbodemkwaliteit erg slecht was, en waren er mon-
sterpunten in de Bergse plassen, waar geen daphnia's voorkomen. Er is in dit onder-
zoek niet echt naar referenties gezocht. In een polder werd zowel in de aan- als in de 
afvoerende kanalen een grote overleving gevonden, terwijl dit in de watergangen tus-
sen de kassen niet het geval was.
 m m , 
4. In enkele watergangen werd een dikke laag darmwier aangetroffen Deze zorgde 
ervoor dat de potjes nauwelijks licht kregen, waardoor het vermoeden bestaat dat hier 
sterfte optrad door een gebrek aan voedsel (of zuurstof) voor de daphnia s. 
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5. De resultaten werden in een tabel gezet, waarbij een grens is gelegd bij meer of min-
der dan 3 dode (of immobiele) watervlooien. Mede door de herhaling in de tijd ont-
staat er zo een beeld van punten waar veel en punten waar weinig effecten optreden. 
Voor die punten waarbij de overleving sterk wisselde werd een verklaring gezocht in 
de dikke laag darmwier. 
G. ca. 1 op de 10 metingen werden verstoord door nieuwsgierigheid of vandalisme. 
Verder valt op dat er een vrij grote spreiding in de metingen wordt aangetroffen: in 
27 van de 68 geldige metingen overleefden 8 of meer watervlooien; 18 maal over-
leefden er 2 of minder. 23 keer zit de overleving hier tussenin. 
Waterschap Regge en Dinkel (Bron: Scheele, 1998) 
Samenvatting 
In het betreffende gebied werd in een aantal watergangen met verschillende blootstelling 
(landbouw, lozing RWZI, textielfabriek, aanvoer, referentie) de biokorf-methode toegepast en 
vergeleken met fysische chemische metingen en metingen van bestrijdingsmiddelen en meta-
len. Er bleek veel sterfte in de referentie op te treden, waarschijnlijk door zuurstof gebrek; 
daarnaast werd er een effect gevonden van een hoog kopergehalte en een lage pH. 
1. Het doel van de bio-assays was in dit geval vooral het beantwoorden van de vraag of er 
met de bio-assays aanvullende informatie boven de fysisch-chemische metingen kon wor-
den verkregen. 
2. Door de hoge sterfte in de blanco, vermoedelijk wegens een te laag zuurstofgehalte zijn de 
resultaten lastig te interpreteren. Wel konden effecten van een hoog kopergehalte worden 
aangetoond. Er is nog te weinig voldaan aan de randvoorwaarden van de toets. 
3. Als referentie werd een gegraven plas in een natuurgebied gekozen. Hier trad echter een 
met de tijd in het seizoen een toenemende sterfte op. Men acht het zuurstofgehalte hier-
voor verantwoordelijk, hoewel dit niet daalde beneden de in hoofdstuk 3 aangegeven mar-
ge-
4. Andere factoren dan bestrijdingsmiddelen werden gemeten, en vooral in beschouwing 
genomen als er een niet op andere wijze te verklaren sterfte optrad. 
5. Er is gekeken of er statistisch significante verschillen optreden tussen referentie en overi-
ge punten; overigens met een waarschijnlijk niet voldoende statistische methodiek. 
6. Uit het onderzoek blijkt duidelijk dat andere factoren ook invloed hebben op de overle-
ving van watervlooien. 
Zuiveringschap Hollandse Eilanden en Waarden; De Watervlooientoets I en II (Bron: de 
Geus, 1997, 1998); zie ook verslag interview. 
Samenvatting 
Naar aanleiding van de goede ervaringen bij Delfland wilde men ook in het gebied van het 
ZHEW bekijken of de watervlooientoets geschikt was. Hiertoe werden punten gekozen in 
akkerbouwpolders (in- en uitlaatpunt, polder zelf) die werden vergeleken met punten in een 
natuurgebied. Er werd wel een hogere sterfte in de polder en bij het uitlaatpunt gevonden. De 
verschillen met de referentie waren een aantal maal significant. Correlaties met de gemeten 
bestrijdingsmiddelen konden echter vrijwel niet worden aangetoond. 
1. Het doel van het inzetten van de bio-assays was het toetsen van de toepasbaarheid van de 
bio-assays voor het gebied van de ZHEW. 
2. Vanwege het ontbreken van een duidelijke relatie tussen de aangetroffen middelen en de 
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effecten in de toets wordt geconcludeerd dat de toets niet geschikt is als vervanging van de 
chemische metingen. De toets wordt wel geschikt geacht om de aanwezigheid van bestrij-
dingsmiddelen globaal te toetsen. 
3. Als referentiegebied werden de Korendijkse Slikken gekozen. De sterfte was veelal 0 pro-
cent en maximaal 20% (2 van de 10 watervlooien). 
4. Er wordt geen melding gemaakt van meting en/of interpretatie van andere factoren. Wel 
wordt in de discussie gesuggereerd dat andere factoren soms watervlooiensterfte kunnen 
veroorzaken. 
5. De meetresultaten van het blootgestelde gebied werden vergeleken met die van het refe-
rentiegebied. Daarnaast werd getracht een relatie te leggen tussen de som bestrijdingsmid-
delen, en insecticiden en de sterfte van watervlooien. 
6. In een experiment met duplo potten bleek het gemiddelde verschil tussen de potten slechts 
11%. Het vergelijken van gesommeerde gehalten bestrijdingsmiddelen of insecticiden met 
de sterfte van watervlooien is op zich weinig zinvol. Van belang is of er bestrijdingsmid-
delen worden aangetroffen in gehalten waarvan effecten verwacht zouden mogen worden. 
Hoogheemraadschap van Delfland: Het water uitgevlooid (Gorter & Mangelaars, 1994, 
Gorter, 1994; zie ook interview). 
Samenvatting 
In het gebied van het Delfland heeft men de meeste ervaring met het uitvoeren van bio-assays. 
Er wordt hier een duidelijk effect van het bestrijdingsmiddelengebruik in de glastuinbouw 
aangetoond. Ook wordt een correlatie gevonden tussen de sterfte van watervlooien in de bio-
assays en de aanwezigheid van bestrijdingsmiddelen. 
1. De bio-assays worden ingezet omdat in de praktijk niet altijd alle middelen kunnen wor-
den gemeten, en er ook veranderingen in middelengebruik zijn. 
2. De toets wordt als een goede graadmeter voor de waterkwaliteit beschouwd. 
3. De referenties zijn grotere wateren en plassen, in een wijde kring om het glastuinbouwge-
bied. De sterfte in de referenties is altijd onder de 20%. 
4. Hoe werd omgegaan met andere factoren dan bestrijdingsmiddelen. Andere factoren wer-
den standaard gemeten. Verklaringen voor effecten die niet werden verwacht (hoge sterfte 
bij lage bestrijdingsmiddelengehalten en omgekeerd) worden eerder gezocht in het feit dat 
metingen slechts momentopnamen zijn dan in de invloed van andere factoren. In een ge-
val wordt het vermoeden geuit dat de sterfte (mede) wordt veroorzaak door een hoog zink-
gehalte. 
5. De verschillen tussen de referentiepunten en de blootgestelde punten zijn zo groot dat een 
statistische interpretatie niet nodig is. Er wordt echter op basis van de aangetroffen mid-
delen en de toxiciteit voor watervlooien een voorspelling gedaan van de te verwachten 
overleving, welke vervolgens wordt getoetst aan de werkelijke overleving. Uit deze voor-
spelling kon een belangrijk deel van de sterfte worden verklaard. 
6. In deze studie wordt nadrukkelijk een verband gelegd tussen de toxiciteit van de middelen 
en de effecten. Deze aanpak zorgt ervoor dat de resultaten zeer goed interpreteerbaar zijn. 
RIZA: de Biokorf methode (Kamps-Mulder, 1999). 
Samenvatting 
Bij het RIZA wordt een methode ontwikkeld om met behulp van een bioassay cohorten of 
populaties te volgen in het veld. Hiertoe is de Biokorf ontwikkeld. Uitgetest is of de methode 
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toepasbaar is in het veld, en de gevoeligheid voor een bestrijdingsmiddel is getoetst in meso-
cosms. De biokorf geeft gevoeliger resultaten dan de standaard laboratoriumtoetsen. 
1. Het doel was in dit geval het ontwikkelen van een methode voor het volgen van cohorten 
of populaties. 
2. Het bijbehorende resultaat is dat de methode toepasbaar en gevoelig lijkt. 
3. Omdat het hier om een proef in mesocosms ging, betroffen de referenties niet blootgestel-
de mesocosm. De overleving was hier vrijwel altijd hoog (> 70%), in een geval werd 
slechts 25% overleving gevonden; hier was er echter slechts 10 cm water in de sloot, en 
wordt vermoedt dat temperatuur of voedselgebrek de sterfte hebben veroorzaakt. 
4. Andere factoren zijn bepaald, vooral om te bekijken of er een samenhang was tussen het 
toegediende middel (dimethoaat) en de fysisch chemische parameters. De invloed van de-
ze parameters op de overleving van de watervlooien is niet onderzocht. 
5. Omdat er hier sprake was van een experimentele opzet, kon een dosis-effect relatie wor-
den opgesteld en een LC50 worden berekend. 
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